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肝 に 局在す る薬物代謝酵素cyto chr o m eP-4 50に は 複数の 分子種
が 存在する こ と が ､ 既 に酵素化学的手法亨こ より 明 らか に さ れて い
る ｡
1 - 3 こ の よ う なcyto chro m eP- 450 の分子多様性 は ､ こ の 酵素
(群) が関与す る代謝反応 の 多様性､ す な わ ちそ の 低 い 基質特異性
を説明 づ け る知見 で あ る ｡ と こ ろ が 近年 ､ 個々 の cyto chr o m eP- 450
種の 基質特異性ま で が ､ 従来の 酵素学の 常識か ら は考えられな い 程
低い も の で あ る こ と が 示 さ れ て い る ｡ Levinら は ､ 種 々 の 酵素誘導
剤を与 え た ラ ッ トの 肝臓か ら､ 生化学的性質の 異 な る複数 の cyto-
chr o m e㍗ - 4 50を精勤し ､ さ ら に羊 れ ら分子種が有す る代謝活性を
数種 の 基質を用 い て 測定した (Table 1) o ト 8 そ の 結果 ､ 各分子種
は 確 か に特有の 基質特異性を持 っ もの の ､ それ ぞ れ複数の 代謝反応
に 関与す る こ と が わ か っ た ｡ こ の 性質は 逆 に ､ 1 つ の 基質 の 代謝反
応も ､ 複数の cyto chr o m e㍗ - 4 50 に よっ て 触媒さ れる こ と を意 味 し
て い る ｡ ま た ､ 同 - 基質の 代謝反応 で あ っ て も､ 反応部位 に よ っ て
関与する 主 な分子種が相違す る こ とが わ か っ た o Cytochr o m eP -
4 58が示 す こ の よ う な分子多様性や個 々 の 分子種の 低 い 基質特異性
は ､ 無 限 に存在する外来異物を より効率 よく代謝する た め の 生体防
御機構と見なす こ と が で き る が ､ 薬物代謝の ( 特に 速度論的) 性質
を よ り複雑 に し て い る 要因 で もあ る ｡
一 方 ､ 肝mic r o s o m e sレ ベ )レで 観察さ れ る ､ こ の 酵素が関与す る代
謝反応 の 性質とし て ､ 次の よう な事実が挙げられ る ｡
(1) こ の 酵素を介す る酸化 ､ 還 元反応 の 活性に は種差 ､ 性差 が存在
す る ｡
(2) 同種同性に お い て も加令に よ っ て 大 きく 活性が変動する場合が
あ る ｡
(3) 特定の 酵素誘導剤､ 阻害剤 に よ っ て 特異 的 な 活性の 変化を示す ｡
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以 上の 事柄 は ､ こ の 酵素が 関与す る代謝反応 の特徴 と して 見 な さ
れ て い る が ､ 実は こ れ らの 諸性質 に も ､ そ の 分 子多様性 が密接な関
係を持 っ こ と が 明 ら か に さ れ っ っ あ る ｡ 例 え ば ､ ラ ッ ト肝 mic r o-
s o m e sに 存在 す る cyto cbr o m eP- 450の 総量 は ､ 性あ る い は加 令 に よ っ
て 高々 2 倍し か変化し な い の に も拘わ ら ず ､ あ る 薬物代謝活性 は数
十倍も変動す る場合が あや が ､ こ の 現象を北川ら は次の よ う に説明
し て い る ｡ 7
- l O 雌雄 ラ ッ ト肝 に は ､ ほ ぼ 共通 し たdyto chr o m eP- 450
が 存在す る が ､ 複数存在する 分子種 の 各存在比 は性 に よ っ て 異 な り ､
雄 に 多く存在す る もの と雌 に 多 く見 られ る も の が 相異 す る場合が あ
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る ｡ 従 っ て ､ そ れ ぞれ の 分 子穫一の 基質特異性が 異 な る場合､ 雌雄間
に 大 き な活性 の 差 が観察され る ｡ ま た ､ こ の よ うな各分 子種の 組成
は ､ ラ ッ トの 月 令 に よ っ て 大 きく 異 な り ､ こ れが 薬物代謝活性の 加
令 に よ る著し い 変化 に関係し て い る と 考 え られ る ｡ 以上 の よう に ､
cyto chr o m eP- 450 の分 子多様性と各々 の 分子 レベ )i,で の 性質に関す
る研究 は ､ 薬物代謝の 性質と そ の 機構を知 る 上で 不可 欠 な もの と言
え る ｡
と こ ろ で ､ こ の よ うな 生化学的見地 に 立 っ た研究分野 が ､ め ぎま
し い 進捗を遂 げ て い る 背景に は ､ こ の 酵素が 生理学的 に極 め て 蛋要
な意味を持 っ こ とを 忘 れ て は な ら な い で あ ろう ｡ 生 体に と っ て 異物
と認識され る 化合物､ す な わ ち薬物､ 食品添加物あ る い は 環境 汚敷
物質等 は ､ 一 般 に 軽 口 的 に 摂取さ れ ､ こ の う ち分子量数十 - 数百 の
もの は 門脈血流申 へ 移行 する ｡ こ こ で 特 に 脂溶性の 高 い 化合物は ､
cyto chr o m eP- 4 50の 働き に よ り 何等 か の 修飾を繋け ､ 水溶性の 高い
化合物 に変化す る o 従 っ て ､ こ の 酵素は 外来異物の 無毒化酵素と 一
般 に は 見 なさ れ て い る ｡ 一 方こ の 酵素 は こ れと は 全く 逆 の 効果を示
す場合が あ る ｡ い わ ゆ る プロ ドラ ッ グか ら生 理活性物質を生じ る反
応を触媒す る場合 が そ の 良 い 例 で あ る が ､ 近年さ ら に 大きく注 目 さ
れ て い る 働きとし て 化学発横磯構 へ の 関与があげられる ｡ 多 く の 病
原性物質は ､ そ の ま ま の 形 で は 発癌性を持た ず ､ 一 段階 な い し は数
段階の 活性化を受け た 後 に D N Aと結合する こ と が 明 らか に され て
い る ｡ cyto chr o m eP- 450は ､ こ れ ら頓原性物質の 活性化機構 に お い
て も重要 な役割番演じて い る o
さて ､ こ の よ う に cyto chr o m eP- 450の 生 体内 に お ける 意義を説く
論拠 に 立ち戻る と ､ 我 々 が 取り組 む ペ き 重要な課轟に 気付く ｡ 確 か
に こ の 酵素は ､ 薬物 の 体内か らの 消失や 活性代謝物の 生成と深 い 関
係 を持 っ と 考え られ る が ､ 生 体が 示 す薬理作用を直接左右す る の は ､
作用部位 に お け る薬物あ る い は 活性代謝物 の濃度 で ある ｡ 従 っ て ､
酵素の 性質と薬物 や そ の 代謝物の 体内動態 と の 関係が 明 ら か に な っ
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て ､ 初 め て そ の 明確 な意義が把寝 で き る ｡ しか し ､ こ れ ま で 得られ
て い る こ の 酵素に 関 す る知 見 は ､ そ の ほ と ん どが 肝 mic r o s o m e sを伺
い た 実験 で 調 べ た 酵素学的な性質 に 限 られ ､ 冒頭に述 べ た よ う な こ
の 酵素 の 低 い 基質特異性 や分手多様性が ､ 薬物の 体内動態 に 及 ぼ す
影響に つ い て は 未だ十分 な検討が成さ れ て い る と は言え な い ｡ 例え
ば薬物の 体内動普を扱 っ た報告 で 示 さ れ て い る ､ 代謝経路 に お け る
薬物間相互作用 やpr oduct inhibitio n等 は ､ cytochr o m eP- 450の 低
い 基質特異性を薬物速度論的に解釈した最もポ ピ ュ ラ ー な も の で ､
古く か らそ の 機構 が検討 さ れ て い る ｡ と こ ろ が こ れ に関す る多く の
研究 に も拘わ らず ､ in vitroで 観察され た相互作用 は こ れ ま で の と
こ ろ 必ず し もin,viv o pha r m a c okin etic sに 反映され て い る と は言え
な い o そ こ で 近年 ､ 薬物代謝酵素(主 として cyto chr o m eP- 450)の 性
質と体内動態 と の 関係 を さ ら に 明 らか に す る た め の 研究 が成 さ れ て
つ つ あ る o Te u nis s e nら 1 1は ､ 複数 の 薬物を同時に ヒ ト‡
.
こ投与す る
実験系か ら､ 代謝に 関与す るcytochro me P-4 50の 分子多様性や ､ 複
数の 薬物の 代謝を共通 に触媒す る分子種を明ら か に す る こ と をin
viv oの 条件 で 試 み て い る . 一 方Le vyら1 2は ､ 酵素誘導 に よ っ て 薬物
代謝活性が変化 し た場合の 薬物お よ びそ の 代謝物 の体内動態を予測
す る こ とを 試 み て い る ｡ しか し ､ い ずれ の 報告に お い て もin vitro
か ら の 情報 は ごく定性的な範歯に と どま り ､ in vitr o - in viv o聞
の 代謝の 性質 の 違 い を十分に説明付けられ る決定的な解析手段 は 現
在ま で の と こ ろ 定着し て い な い ｡
代 謝に 関与す るcyto chr o m eP-4 50の 分子多様性 は ､ in vitr o -
in viv o閤の 相違点を生 ん で い る 一 因 と 考え られ る . 即 ち ､ 精製 し
たcyto chr ome 壬L450あ る い は 肝 micr o s o m e sを用 い た 代謝実験 で は ､
各分子種の 個々 の 性質を比較的容易 に 観察 で き る ｡ と こ ろ が ､ in
vivoあ る い は臓器 レ ベ ル で の 代謝 に は ､ こ れ ら の 代謝酵素が互 い に
影響を及 ぼ し合い な が ら関与し て い る た め ､ そ れ ぞ れの 酵素学的性
質が 現 れ難く な る ｡ そ こ で 本研究 で は ､ 同 一 基 質の 代謝 に性質の 異
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な る 複数種の cyto chr o m eP- 450が関与す る場合､ 各代謝反応 の 酵素
レ ベ )i/で の 性質と ､ 薬物 およ び代謝物の 体内動態と の 関係 が ､ ど の
よ う に関連付けられ る か を明 らか に す る こ と を 目的と した ｡ ま た ､
各分子種の 活性 は ､ 動物種､ 性 ､ 酵素誘導に よ っ て ､ そ れ ぞ れ独立
に変動する こ と わ か っ て い る ｡ 本研究で は ､ こ の よう な代謝の 性質
の 変化 が 及ぼ す薬物 の 体内動態 へ の 影響 が ､ どの 程度予測可能 で あ
る か に つ い て も併せ て 検討した ｡
本研究で は ､ m odel drugと して1ido c ain eを使用 し た o こ の 薬物は ､
古く か ら薬物代謝研究の 対象として 広く用 い られ て い る oXe e n agha n
らは ､ 1
3
ラ ッ ト､ モ ル モ ッ ト ､ イ ヌ ､ ヒ トを用 い た実験か らそ の 代
謝経路を明らか に した(Sche n e王)o こ の 報告 に よ る と ､ 1ido c ain e
は ま ず側鎖の N-一 脱 エ チ ル 化反応 か ､ 芳香 環 の 3位水酸化反応を受
け る o さ ら に こ れ らの 酸化反応 に よ っ て 生 成し た代謝物m o n o ethy卜
glycin e xylidide (M E G X) 及び3-hydr oxylidodain e(3-OI-1id-
o c ain e) は ､ そ れ ぞれ芳香環 の水酸化ま た は側鎖の N - 脱 エ チ ル 化
を受吋 て ､ 同 じ代謝物3-hydr o xym o n o ethylglycin e xylidide (3-OH-
榊EG又) を生成す る ｡ こ の よ う に し て 生成した 2 っ の 水酸化体は ､ そ
れ ぞ れ抱合化を受けて 主 に尿中に排滑される ｡ ま たM E GX の 代謝
とし て は ､ 上 記 の 水酸化 の は かに 2 回 目の 脱 エ チ ル 化 を受けて gly -
cin e xylidide (G X) を生成する 経路と ､ ア ミ ドの 加永分解 に よ る
2､ 6 ･Ⅹylidin eの 生 成 が確認され た｡
Lido cain eの 代謝経路 の う ち特に 注目され る ペ き点は ､ こ の 薬物
自身の 代謝に 2 つ の 異 な る反応 が存在す る事 で あ草o Yo nBahrら1
4
は ､ 雄､ 嘩性 ラ ッ トお よ び雌牲 モ ル モ ッ トか ら得 た 肝mic r o s o m e sを
用 い た代謝実験から ､ こ の 2 っ の 反 応を触媒す る代謝活性 が ､ ラ ッ
ト の 雌雄間 で 異 な る こ とを報告し て い る ｡ ま た ､ 同種同性 に お い て
も基質 (1idoc ain e) 濃度に よ っ て こ の 活 性比 は変化し た こ と を 示
して い る ｡ さ ら に 彼 らは ､ 2 つ の 代謝活性 が受ける M g イ オ ン や
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p H 変化 の 彫轡の 程度が それ ぞれ 大 きく異な っ た 事実か ら ､ こ の 2
つ の 経路を触媒する主 た るcyto chr o m eP- 450 が別 の 分子穫で あ る こ
と を 示唆して い る o - - 方 ､ 1ido cain eの 代謝活性 はphe n oba rbital前
処 理 に よ っ て 誘導を受ける こ と が知られ て い る ｡ Difa zioら は ､ 1 5
イ ヌ にphe mobaTbitalを前投与した時に ､ 1ido caineの 脱 エ チ ル 化 活
性 が 上昇し た こ とを稚督し て い る ｡ ま たSket tらは ､ 1 8
‾ 17
ラ ッ トに
phe n ob哉rbitalを投尊する と ､ 芳香環水酸化 が誘導さ れ脱 エ チ ル 化
は逆 に 減少す る こ と を報告し て い る ｡
以 上 の よ う に1ido e ain eは ､ 本研究 で 目的 と して い る点､ すな わ
ち代謝 に関尊するcyto chr o m eP- 4 50の 分子多様性と薬物の 体内動態
と の 関連 ､ さ らに は 性差､ 種差 ､ 酵素誘導な どに よ る代謝の 性質 の
変化 が ､ 薬物の 体内動態に与え る彩轡 に つ い て 論 ずる 上 で ､ 最 も適
し たm odel dr ugの - 一 つ と言 え る . ま た ､ こ の 薬物 の脱 エ チ)i,化 体
(M E G X) は ､ I ido c ain eの83 %も の 抗 不整脈作用を持ち ､ 中枢神
経系 へ の 影響から､ め ま い ､ 幻覚症状等､ 1ido c ain e使用時甲副作
偶 に 深 い 関係が あ る こ と が知 られ て い る ｡ 1 8
‾ 1 9 上記 の よ う な代謝
の 性質の 変化 は ､ こ の 代謝物の 体内動態 に も影響す る と予想 され る
た め ､ 本研究で 得られ る 知 見 は治療の場 に お い て も重要 な意味を持
つ こ と が期待 さ れ る ｡
薬物代謝研究を進 め るの に 当た り最も重要な問題 の - 一 つ で あり ､
か っ ま ず初め に克服 す べ き点は ､ 薬物 と そ の 代謝物の 定量法で ある ｡
Lido c ain eと そ の 脱 エ チ)i/化 代謝物(M E G X , G X) を H P L C
を 用 た簡便か っ 高精度 な測定法 は ､ 前述 の よう な 臨床面 で の 問蓮 を
解決す る た め数多く報告 さ れ て い る ｡ し か し ､ 薬物
■
代謝研究 の分野
で 重要で あ る水酸化体(3-OI-1ido c ain e, 3- OH一 拍EG又) の 定量 に は
同位体培識薬物を用 い た T L C法 や ､ G C 法が 現在尚用 い られ て お
り ､ 本研究 を遂行す る に あ た り満足 で き る定量法 は報告され て い な
い ｡
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そ こ で 本研究 で は ､ ま ず1ido c ain eと4 つ の 代謝物 の 簡便か っ 高
感度 な定量法を開発し (Ⅰ草) ､ こ れ を利周 して まず1ido c ain eの
体内動態を詳細に観察す る (Ⅰ章) ｡ 次に 肝mic r o s o m e sを用 い たin
vitr o実験 に より ､ 1｡ido c ain e代謝に関与す る各代謝反応 の 性質を確
認す る (Ⅲ章) ｡ そ し て さ ら に ､ こ れ ら各代謝反応 の 酵素 レベ ル で
の 性質を薬物の 体内動態 と結び付ける た め に ､ 摘出 ラ ッ ト肝凍流実
験を行 い (Ⅳ章)1ido c ain e
.
の 体内か らの 消失 ( 代謝) に対して ､
代謝に 関与す るcyto chr o m eP- 450 の分子多様性 が 及 ぼ す影響を明ら
か に した ｡
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欝 .E 車 高 速 液 ･体 タ にゴ ヤ ア 恥 グ ラ
ニア イ - 各 月習 払 ､ iTニ 且 五 d o c 孤立 血 e 亡空
費 の 柁 謝 物 の 問 時 克旺 盛 嬢 の
曜 二故
本研究遂行 に あ っ て ､ 1ido ¢ain e及び そ の 代謝物の 主 な もの す べ
て を 同時に測定 で き る定量法 の 確 立 が ､ 必要不可 欠で ある と考 え ら
れ た o 既 に 高速液体 ク ロ マ トグラ フ ィ ー (H P L C) を用 い た血祭
申1ido cain e濃度 の モ ニ タ リ ン グ方法 に つ い て は い く っ か の 報告が
あ る o 空0
- 2 3 ま た脱 エ チ )L化 代謝物M E G X, G X は､ 前述の ごと
く抗不整脈作用を有する事から ､ こ れ ら2 つ の 脱 エ チ ル 化体を含 め
た同時定魔法も開発され て い る o 2 4
‾ 28
一 方､ ラ ッ トに お い て 尿中
回収率の ほ とん どを占め て い る1ido c ain eの 水酸化体(3-O H-1 ido -
cain e､ 3･-O I 朋EGXお よ び こ れ らの 抱合体)を含申た簡便か っ 高精度
な定魔法 に つ い て は ､ い ま だに十分な検甜は な され て い な い ｡ 血祭
申ある い は ラ ッ ト肝 mic r o s o n6s懸歯 液中の 水酸化体を定量 した こ
れま で の 報告とし て は ､ ガ ス ク ロ マ ト グラ フ ィ ー (G C) を使用し
たも の , 1 3- 29･ 3 0 榛識化合物 (1 ヰc -1 ido c ain e)を用 い て 代謝実験
を行 い ､ 薄層 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー (T LC) に よ っ て 分離後計測し
たも の ､ 1 ヰ 7 1 9 同様 に標識体を用 い H P L C で分取 ｡ 計測 した もの
な ど3 1が挙 げられ る が ､ い ずれ の 測定法 も多く の 振作手順を含み ､
し か も脱 エ チ ル 化体お よ び永酸化体 の す ペ て を 同時定量したもの で
は な か っ た ｡
本章 で は ､ ラ ッ トを 用 い たin viv oあ る い はin v享tr o実験 に お け
る1ido c ain eの 代謝特性を詳細 に調 べ る た め に ､ 1ido c ain eと そ の 4
っ の 代謝物(M E G X, G X , 3-O H-1ido c ain e, 3-OIl一朗EGX) 杏
H P L Cを用 い て 簡便か っ 迅速 に同時定量す る方法を確立 し､ こ れ
ま で 報告 さ れ た方法 と比較検討し た ｡
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I - 1 1壬igh-pe rfo r m an c eliquid chr o m atogr a m
担体と し て o ctade cylsila n e(O DS) を充填した カ ラ ム 用 い ､
移 動相 に は ア セ ト ニ トリ ル とi) ン 酸緩衝液 (0.1 M, p H 3.0) の
混 合溶媒を使用 し た (詳細 に つ い て は Ⅵ章 で 述 べ る) 0 Fig . 1 は ラ ッ
ト全 血 (0. 3 ml) あ る い は 総タ ン パ ク 量 と して I mgをTris-- 塩 酸緩
衝液申に含む ラ ッ ト肝mic r o s o me s懸 蘭液 (1ml) にIido c ain eと 4
種 の 代謝物を添加 し ､ 抽出処 理後 H P L Cに て 測定した例を示す ｡
図 中に は こ れ ら化合物を添加しな いblank試料 に つ い て の 結果を併
せ て 示 し たが ､ こ れと 比較し て わ か る よ う に ､ い ずれ の 代謝物 ピ ー
ク に 対して も妨害 ピ ー ク は 見 られ ず ､ 同時 に代謝物閤 で の 十分 な分
離が 確認 さ れ た ｡ 1 検体に要す る溶離時間 は10 - 12分間 で あ っ た ｡
ま た ､ カ ラ ム 1 本当 た り ,3 0 ･ - 50検体の 測定が 可能 で あ っ た ｡
Ⅰ - 2 定量精度
Lido c ain eと 4 つ の 代謝物の 定量感度､ お よ び検量線に関する情
報をTable 2 に ま と め た ｡ H P L Cを用 い た場合､ 定量 に 供 し た 試
料中の 化合物 の ほ ぼ全量を ､ 泰易 に カ ラ ム に 導入 で き る ため ､ 定量
感度は G C等に 比 べ 約 1 オ ー ダ ー 向上 して い る . ま た検量線 は以降
の 代謝実験 に 必要 と考 え られ る濃度範囲内(0. 05 - 10 n m ol/ml) で
良 い 比例関係を示し た ｡ こ れ はTable 3 ､ 4 に 示 す よ う に ､ 定量処
理 の 回収率が こ の 範囲内で ほ ぼ 一 定に 保 た れ る事実を よ く反映して
い る ｡ 尚 こ の 濃度範囲は ､ 以 下 のin vitr oあ る い はin viv o実験で
観察さ れ る ､ 1ido cairl eお よ び代謝物 の 濃度を網羅し て い る o
Lido c ain eお よ び代謝物の 回収 ( 抽出)率､ すな わ ち こ れ ら の 検
量線の 傾き は ､ 定量時の 温度 な ど の 微妙な条件の 違 い に よ っ て 変化
す る と考 え られ る ｡ Table 5 は こ の よ う な 影響を考慮 して ､ 約1 過
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Tab le 5 Day- to - Day Repr odu cib ility
of the As s ay of L i do c ain e a nd its
Metabol ites
Sa mpre n m oVrTIL n
Coefficentof Variation, %
Lidoc ain ¢ 1 2 3 4
Microso m a1 5
ass ay mixture 0.1
0.02a
Blood 6.6
0.33
0.17
0.067
7
7
9
9
9
3
3
7.1 8.0 3.8 9.9 5.6
9.8 3.8 3.4 7.5 19.5
2 8.2 1l.9 17.5 1 9.1
7.9 5.1 2.8 S.0 8.4
6.8 9.7 4.3 9.2 3.7
7.0 1 2,6 3.2 1 2.6 1.7
1l.6 1 3.7 7.8 1 3.2 6.0
dThe co nce ntratio nO･02nm ol/m いs be一o wthe se nsitiv tylimitsfor
Ildocaine m etaboほte$1 and 41
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間に わ た っ て 回収率 の 日 々 閤変働沓調 べ た もの で あ る ｡ そ の 変動係
数 (C o effic e nt of v a riatio n) は ､ 実際の 代謝実験 で鴨題と な る
濃度範囲 で は ､ い ずれ の 化合物に 体して も ほ ぼ10 %以 下 で あ っ た ｡
1費以降の 実験 で は こ の 変動も補正する た め ､ 各実験 日 に 3 - 5 個
の 標準試料 に よ っ て 検量線を作成し､ こ れ を 馴 ､て 濃度を計算し た ｡
1 - 3 従来の 定魔法と の 比較
本尊 で は ､ 従来報告され て い る1ido c ain eと生 理活性代謝物(M
E GX , G X) の H PL Cに よ る 定量法を ､ 抽出条件､ H P L C分
離衆件 に関し て 改良し ､ 1ido caineと ラ ッ トで そ の 主代謝物と な る
4 つ の 代謝物 (3-OH-1ido c ain e, 3-OH-朋EGC, M王亡G X , G X) の
同時定量法を確立した ｡
こ れ ま で 報告され て い る H P L C分離条件 で は ､ 水酸化体 ( 特に
3-O H一朗EGX) の 測定 は 困難 で あ っ た の に対 し ､ 本定魔法 で は1ido -
eain e及 び4 つ の 代謝物す べ て を分離 ¢ 定量 で き た ｡ ま た ､ 血液 試
料を ア ル カ リ抽出す る場合､ 多 く の 報告 で は水酸化 ナ トリ ウ ム を添
加し て い る の に 対し ､ 本定量法 で は 炭酸 ナ トリ ウ ム を使用した ｡ こ
れ は ､ 苛性ア)i/カ リ 条件下 で の 3-OH- 1ido cain eと3-OH-朗EGXの 抽出
率 は ､ 本定量 法 に比 べ 1/4 - 1/5と小さ か っ た た め で あ る ｡ 尚 ､ 肝
mic r o s o ne sを含む反応液中か らの 抽出 に は こ の よ う な 差異 は 認 め ら
れ な か っ た こ とか ら ､ in vitr o実験に おけ る抽出 に は ､ 反応停止液
を兼ね る こ と を 目的 と して 永酸化 ナ トリ ウ ム を そ の まま使用し た ｡
本定量法 で 抽出溶媒とし て 酢酸 エ チ ル を使周し た の は ､ 他に 検討し
た (比較的極性 の 高 い) 有機溶媒 で は3-OH-M EG又あ る い は G X の抽
出率が 悪 か っ た た め で あ る ｡ ま た こ の 検討 に よ り ､ こ れま で の1id-
o c ain e代謝を扱 っ た 報文 で 使用 さ れ て い た 塩 化メ チ レ ン ､ ク ロ ロ ホ
ル ム ､ ジ ュ チ ル エ ー テ)i, で はB
-O I-M EGX が20 - 30 %しか抽出さ れ な
- 15-
い こ と が わ か っ た ｡
以 上の よ う に ､ 本研究 で 確立 し た1idocain eと 4 つ の 代謝物の 同
時定量法 は ､ ラ ッ ト を用 い た1ido ¢ain eの 代謝実験を詳細 に検討す
る 上で ､ こ れま で の報告 に比 べ優れた方法 で ある と言え る ｡ こ の こ
キは ､ 定量 法 の 精度を表すデ ー タ (Table s 2 - 5) に よく反映さ
れ て い る . 従 っ て ､ 本定量法 を用 い る こ と に よ り ､ Iidoc ain e代謝
に関する より 正確 な情報が得られ る こ と が期待された｡
- 16 -
欝 Ⅲ 覇変 ラ ー ヅ 卜 者こ お 古サ る
且 五 d o c 執五 m e の 体 q勾 動 態
Lidocain eは 肝臓 に お い て 極め て 高率に 除去さ れ る薬物で あり ､
そ の 体循環 ク リ ア ラ ン ス は ､ は ぼ 肝血流量 に等し い こ と が 知 られ て
い る o
3 2 - 3 5 そ こ で こ の 性質から ､ 血流速度が棒速段階と な る体内
か ら の 消失を示す薬物 の 典型として ､ そ のin viv o pha r n a c okineト
i¢sが 今日注目 さ れ て い る ｡ 特 に ラ ッ ト に おけ る1ido c ain eの 肝 除去
率は ､ 線形領域 で は は と ん どl に近 い た め ､ 3 6 ‾ 3 7 肝代謝 クリ ア ラ
ン ス の 発現方法を検討するため の モ デル薬物として 用 いられて い る ｡
と こ ろ が ､ ラ ッ ト肝 に お けるIido cain e除去能力 に関する知見 は ､
報告 に よ り 必 ずし も - 致し て い な い ｡ 3 6
‾ 3 9 そ の 原因 と し て は ､
(1) 前車に示 した よ う な定量感度の 違 い ､ (2) 実験方法 (in
viv oあ る い は確流実験) の 違 い ､ (3) 代謝活性が ラ ッ ト の strain
に よ っ て 異な る こ と や ､ (4) 加齢と共 に 大 きく変化す る こ と な ど
が考 え られる ｡ 本研究で は ､ こ れ らの 問題点を蒐服 し ､ 酵素 レベ ル
で の 薬物代謝の 性質と薬物の 体内動態 と の 関係を合理的 に説明 づ け
る た め ､ 以 下の 代謝実験 に お い て は ､ 同 一 系 で 同 - 月 齢の 動物を使
用し て ､ 多 角的 な視野 に 立 っ た検討を行 っ た o ま ず本草 で は1ido-
c ain eの in vivo pha r m a c o- kin etic s､ 特 に そ の 初回通過代謝 に関し
て 詳細 に検討した ｡
Ⅱ - 1 ラッ ト に お け る1idocain e及び そ の 代謝物の 血中推移
Lidoc ain eと 4 っ の 代謝物の 高感度な 測定が 可能と な っ た の で ､
ラ ッ トに お ける1idocain eと代謝物の 詳細な血中動態を知 る た め に ､
ラ ッ ト の 静脈内あ る い は ( 幽門静脈よ り) 門脈内に15分間に わ た っ
て1ido c ain e(10mg/kg) を定速注入し ､ 1ido c ain eお よ びそ の 代謝
- 1 7-
物 (遊離型あ る い は 遊離型 ＋ 抱合体) の 経時的な 血中濃度推移を測
定し た (Fig . 2) o Lido c ain eお よ び 4 つ の 代謝物 は投尊後120分ま
で 十分測定可能 で あ っ た . Lido c ain eの 血 中 デ ー タ か ら得られ た
A u °(血中濃度 t - 時間曲線下面硫 ; 如e a里nde rthe blo od c o n
-
c e ntratio n9u r v e) は 静脈内投与 で453 士 129(S D) n m (か min/
ml､ 門脈( 幽門静脈) 内投与で254 士 93n m ol ｡ min/mlで あり ､
A U Cか ら求ま る り ヰ 31idocain eの 肝 除去率 は約0.5で あ っ た ｡ こ
れま で 報告 さ れ て い る ､ 線形領域 で の こ の 薬物の 肝除去率 は は ぼ 1
で あ り ､ さ ら に こ の 時の 血 祭 タ ン パ ク 結合率 は高々 50 %で あ っ た ｡
こ の こ と か ら ､ 今回行 っ た10mg/kgの 門脈内投与で は ､ 非線形な初
回通過効果が 生 じて い る こ と が 予想 さ れ た ｡ ま た ､ こ の 時の 遊離型
( 抱合を受け て い な い) 代謝物 の 血中推移 は投与経路 に よ っ て 大き
く異 なり ､ 脱 エ チ ル 化体M E G Xの A U C には10倍以 上 の 差 異 が 認
め られ た ｡ 線形薬物速度論 に従う薬物 で は ､ 代謝が 肝臓 の み で 生 じ
る と 俊定 し た場合 ､ 4 4 代謝物の A U Cは 投与経路に 依存し な い こ と
か ら ､ 4 5
‾ 4 6
1ido cain eの 肝 代謝 に は や は り 何等か の 非線形牲が存在
す る こ と が 強く 示唆さ れ た ｡ 一 方 ､ 抱合体を含め たtotalの 永酸化
体の 濃度 は遊 離型 の 血中濃度 より 遥 か に 高く ､ 1idocain e及 び そ の
1 次代謝物の 代謝反応 が極め て 速 や か で あ る こ と を示 し て い る が ､
両投与経路間 に は顧著 な 差異 が 認 め られ な か っ た ｡ こ の 原 因 は ､ 抱
合体の 血中 へ の 出現 あ る い は 血中か らの 消失が極 め て 遅 く ､ こ の 測
定時間内で は 十分 な 測定 が で きな い こ と ､ ま た ､ 3-OH-姻EG又は い ず
れ の 1 次代謝物(M E G X, 3- OI- 1ido c ain e) か らも生成す る た め
と考え られ た o
_
以 上の よ う に , ラ ッ ト に 投与 し たIido c ain e(10 mg
/kg) が受け る初回通過効果は非線形 で あ る こ と が 示唆 さ れ ､ そ の
現 象 は1ido caineと そ の 1 次代謝物の 血中濃度 に反映 さ れ る こ と が
わ か っ た ｡
- 18 -
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‡ - 2 投与量お よ び投与経路依存性
Fig. 3 に は ､ 雄性ラ ッ トの 静脈内あ る い は 腸間膜静脈内 へ ､ 2. 5
- 15 mg/kgの1ido c ain eを15分間に わ た っ て 定速注入した時の ､ 投
与量 と A U Cと の 関係を示す ｡ 以 下 の 検討 で は門脈内投与とし て す
べ て 腸管膜静脈投与を採用したが ､ こ れ は肝臓か ら なる べ く 逮 位 の
脈管 より投与す る こ と に よ り ､ 薬物溶液の 血中で の 拡散を促す こ と
を 目 的と した ｡
まず静脈内投与の 場合に は ､ 投与量 と A UC は比例関係を示し た｡
こ の こ と か ら ､ 一 旦循環 血流申 へ 移行 し た薬物 の 体内か らの 消失 は ､
常 に 線形 で表 さ れ る と判断 で き た o 一 方門脈内投与の 場合､ A u °
は投与量 に対し て 比例関係を示 さ ず ､ 肝 に お け る初回通過効果が非
線形 で ある こ と が明 らか と な っ た ｡ こ の 実験条件 で は投与魔 の100%
が肝臓を通過す る こ と から､ こ れ は 肝 に お ける代謝の 飽和､ あ る い
は 血祭申非結合率の 変化4 7
- 4 9
に よ る もの で ある と推定 で き た o
次に 同時に測定 さ れ た 1次代謝物 の A U C を1ido ¢ain eの 投与量
に 対して プ ロ ッ ト し た (Fig . 4) o 3 -OH-1ido cain eの A UC は い ず
れ の 投与経路 に お い て も投与量 の 増加 に ほ ぼ 比例し て 変化 し た の に
'r
対 し､ 脱 エ チ ル 化体M由G Xの A U Cは ､ い ずれ の 投与経路 に お い
て も投与量 に比例せ ず､ そ の 投与量 - A U Cプロ ッ ト は ､ 下 に 凸 な
曲線を措 い た o こ の よ う に1ido c ain eの 投与量と生成し た 1次代謝
物 の A U Cの 関係 は ､ 同 一 薬物か ら生成した代謝物 で あ る に も拘わ
らず永酸化体と脱 エ チ ル 化体 で 全 く異 な っ た ｡ ま た こ の 性質 か ら ､
永酸化体と脱 エ チ ル 化体 の A U C比 は ､ 1ido c ain eの 投与量 ､ 投与
経路 に よ っ て 大 きく変化 し た ｡ Fig . 3 で 示 さ れ た1idoc ain eの 投与
量 - A U C の関係 か ら こ の 薬物 の 肝代謝 に飽和性が 示唆され て い る
こ と か ら ､ 代謝物 の 投与量 (1ido ¢ain e) - A U C 曲線は 直線 な い
し は 上に 凸と な る こ と が 予想され る ｡ 5 0
‾ 5 S と こ ろ が M E G X の血
中デ ー 9･ は ､ こ れ と全く反対の 結果 で あり ､ 非 常に興味深 い 知見 の
･一 つ で あ る .
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Il - 3 Lido c ain eの 血 祭タ ン･バ ク結合5 い 5 8
平衡透析法 (37℃ ､ 5 時間)を伺 い て ラ ッ ト血清中の1ido c ain e
の 非結合率を測定し た ｡ Table 6 に､ 複数(a - 4) の ラ ッ トに 対し
て 行 っ た 実験の 結果を プ - )i, した デ ー タ を 示 す o ln viv o実験で 実
際に 肝臓 へ 流人 する1ido c ain eの 濃度範囲 で は ､ そ の 非結合琴はO. 4
- o. 7の 範囲内に あ り ､ 顕著な濃度依存性 は 認 め られ な か っ た o こ
の 結果 ､ 門脈内投与時 に観察され た非線形 な投与量と A U Cの 関係
は ､ や はり代謝 の 飽和 に よ る もの で ある疑 い が強い ｡
Ⅲ - 4 体内動態 の 性差
3 - 4 か月齢の 峨性ラ ッ トに ､ 2. 5 と10 mg/kgの1idocain eを腸管
膜静脈 か ら投与した ｡ Table 7 に､ 1ido c ain eと そ の 代謝物の
A U Cお よ び各実験 で 測定した 血清中非結合率を､ 雄性ラ ッ トに
Iid｡cain eを投与し た と き の 実験結果(II- 2) と併せ て 示 し た o
2. 5 mg/kgの 投与量 の 場合､ 1idocain eの A UC に は雌雄間で 顕著な
差 は 認 め られ な か っ た ｡ 確 か にTable 7で は峨 の 方が小 さ い A UC
が 示 さ れ て おり ､ - 見唯の 肝代謝が堆の そ れを 上回 っ て い る よ う に
見 え る が ､ 同時 に 測定した血清中の 遊離型1idoeain e濃度 は噂に 比
べ 雄 の 方が小さ く ､ こ こ で 見 られ た A U Cの 差異 は ､ 血柴タ ン パ ク
結合の 違 い に 起因す る も の と 考 え られ る
5 5- 5 8 (血痕中タ ン パ ク 結
合率と肝除去率の 関係 に つ い て は ､ 第Ⅳ 章 で 詳しく 述 べ る) o こ れ
に 対 して10mg/kgで は ､ 雌の A U Cは雄 の 4
- 5倍と な り顕著な性
差 が 確 認 さ れ た . ま た こ の 差 異 は ､ 1 ido c aineの 血 清中非結合率か
ら も説明 で き な い こ と が わ か っ た o 次に ､ 代謝物の A UC を雌雄問
で 比較す る と ､ 2. 5 mg/ kgの 投与量 に お い て ､ 脱 エ チ ル 化体の A U
c は 堆が雌 に 比 べ 有 意 (p <0･ 05) に 高 い 値を示 し ､ こ の 傾向は
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Tab le 6 Pr otein b ind ing of v a rious
c on c erltr atio n of l i do c aine in m ale
r at s e r u m.
Total c o n ce ntr atio n
of l i do c aln e in the
s e r u m( n m ol/ml )
0 . 3 9
0 . 5 0 5
0 ｡ 6 0 8
0 . 6 7 5
1｡ 0 8
2. 2 6
2 ｡ 3 1
5 ｡ 1 4
9 . 90
1 0. 3
2 3. 0
47. 2
4 4. 5
fr e efr a ctio n
( fB )
0 .61 2
0 . 644
0 . 5 2 4
0 . 446
0 ｡76 5
0 .48 1
0 ｡ 4 9 9
0 . 7 2 0
0 . 5 6 2
0 . 6 5 2
0 . 7 5 3
0 . 6 0 1
0 ｡ 67 8
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10 mg/kgの 投与量 で も認 め られ た o 一 方 ､ 水酸化体 の A U C は ､ 投
与量 の 違い に よ っ て 嘩雄間の 関係 が 逆転し た ｡
藤 田 らは ､ 5 9
'
ラ ッ ト (Fische r- 344系) の 肝mic r o s o m e sを 馴 -た
in vitr oの 代謝実験に お い て ､
■
1ido c ain eの 脱 エ チ ル 化 お よ び3 位
水酸化活性を測定した ｡ 彼 らの 報告 に よ る と 本章のin viv o実験 で
使用 した約 3 か月齢の ラ ッ ト で は ､ 3 位 水酸化 の 比活性 (mgタ ン パ
ク 当 た り の 活性) に は は とん ど性差 が な い の に 対し ､ 脱 エ チ ル 化 の
比活性 に は 顕著 な性差 が存在す る事が 示 さ れ て い る ｡ こ のin vitr o
で の 性差 は ､ 今回行 っ たin viv o実験 に お け る ､ 1ido c ain eの 投写嶺
に 依存した1ido c ain eと そ の 代謝物の A U C の性差 と 何等か の 関係
が あ る と推定され る ｡ こ の 機構 に つ い て は以 下の 第Ⅲ ､ Ⅳ 草で 考察
す る こ と に す る ｡
Ⅱ - 5 体内動態 の 種差
本章 で行 っ た 詳細 なin viv o実験の 結果､ ラ ッ トで は ( 測定した
投与範囲内に お い て ) 投与量お よ び投与経路を変更し た場合､ 明 ら
か な非線形性 が 確 認 さ れ た ｡ こ れ に 対し てBe n n et ら は､ … ヒ トに
1ido ¢ain eを 投与( 静脈内投与
■
と 経 口 投与) し ､ 本実験 と同様 な投
与量 の 範 囲内 で も1ido c ain eお よ び脱 エ チ ル 化代謝物M E G X が 線
形 な投与量 - A U C の関係 を示 し た こ と を報告 して い る (Fig .4- a)0
投与方 法 に 多少の 違 い は あ る もの の ､ 彼 らの 報告 と本章 で の 実験結
果を比較す る こ と に よ り ､ 1ido c ain eの 体内動態 に種差 が存在す る
こ と が わ か っ た ｡ 前項 に 述 べ た ラ ッ ト に おけ る性差 と同様､ こ の 差
異 は薬物代謝 の 性質 が ラ ッ ト - ヒ ト 間で 異 な る た め と考 え られ ､ や
は り以 下の 第 Ⅲ - Ⅳ 章 に お い て こ の 事実を説明 づ ける こ と に し た ｡
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Figu r eん - a L idoc ain e P harm acokin etic s 且n Man
[Be n n et et al｡ , J ･ Pharm a col in
ikヲ
i紀芸冒iそ1 , 82)]
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第 Ⅲ 牽 柁 謝 毒こ 閑 雲蘇 す る C y 七 o
-
c h r o me 選? 一 塊 5 0 の 分 子 藤 棟 J 牲 た
藤 代 謝 反 応 の 隆 盛賢
Lid｡ c ain e代謝 に 関与するcytochr o m eP - 4 50 に は､ 複数 の 分子種
が存在する こ とが 示 唆 さ れ て い る ｡ 本研究 の 主旨は ､ 前章で 確 認 さ
れ た1id｡ cain eの 体内動態 の非線形性､ そ の 代謝物 の 異常 な動向に
対し て ､ 代謝 に関与す るcyto chr o m eP - 4 50の 複数性､ ま た 個 々 の
分 子唾 が触媒する代謝の 性質 が ､ どの よ う に関係して い る か を 明 ら
か に す る こ と に あ る o そ こ で 本草 で は ま ず ､ ラ ッ ト肝mic r o s o me sを
伺 い たin vitr o実験 に より ､ 1ido cain eの 各代謝反応を触媒する
cyto chr o m eP
- 4 50が ､ それ ぞ れ性質の 異 な る別の 分子種 で あ る こ
と を確 認 し ､ さ ら に こ れ らの 代謝反応 の 反応速度輪的な性質を 明ら
か に す る こ とを 目 的と し た ｡
Ⅲ - 1 代謝速度の 測定条件の 設定
NADPHge n e r at ing syste mの 存在下 で ､ 1ido c ain e(且 jL M) を ラ
ト肝mic r o s o m e sと 共 に イ ン キ エ ペ - 卜 し た と きの ､ 1ido c ain eと そ
の 代謝物 の 経 時的推移をFig . 5 に示 す ｡ 本研究 で 確 立 し た極め て 高
感度と言え る本定量法を用 い て も ､ 0 - 2. 5分後ま で は 2 次代謝物
(3 -OE-M EG又, G X) は ほ と ん ど反応 液中に 現 れ な か っ た . ま た ､
こ の 時の M E G X , 3- OH-1ido c ain e濃度 は ､ イ ンキ 訪 ベ - シ ョ ン 時
間に ば ば比例し た . 一 方､ 2. 5分を過 ぎる と 2次代謝物 の 濃度 は し
だ い に 上昇し ､ 10分後 の3-0丑 一班EGXの 濃度 は 1次代謝物 の 濃度を上
回 っ た ｡ ま た ､ 1 次代謝物 の 濃度 はイ ン キ ュ ぺ - シ ョ ン 時間に 比例
し なく な り ､ 逆 に し だい に 減少す る傾向を示した ｡ 以 上 の 結果 か ら
1 次代謝物を測定し て1ido c ain eの 代謝速度を求め る場合 に は ､ イ
- 28-
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ン キ ュ ベ - シ ョ ン 時間巷 2 - 3 分間に 限定す る 必要が あり ､ そ れ以
上の 時間 で は 生成した代謝物 は さ ら に次 の 代謝を受け て 消失す る た
め ､ 真の 代謝速度を大 きく見誤 る こ と に な る ｡ そ こ で ､ 以 下に 行う
1ido caineのin vitr o代謝実験 で は ､ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間を2.5
分間とし ､ 生 成 し た代謝物量 か ら代謝速度を算出した ｡
同様な1idoc ain e代謝速度の 測定は ､ 他 に も報告され て い る が ､
こ の よ う に 2 次代謝過程を十分感知 して い る 例 は な い ｡ こ の 実験条
件 は ､ 各 報告 の 結論を大きく覆す可能性を持 っ こ と か ら ､ 極め て 東
要 な知 見 で あ る ｡
Ⅲ - 2 代謝 に 関与す るcyto chr o m eP - 450 の分子多様性
(i) Lidoc aineの ラ ッ ト肝 mic r o s o Fn e Sに お け る代謝反応
既 に 述 べ た よう に ､ 1ido cain eは ラ ッ ト 肝 に お い て 主 と し て 3 位
永酸化 と脱羊 チ ノレ化 を受け る こ と が 知 られ て い る ｡ 本研究 で は ､ こ
の 2 っ の 代謝活性 の ほ とん どを含有す る 肝micr o s o m e s分繭を 伺 い て
代謝実験を行 っ た と こ ろ ､ 肝 micr o s ofn e Sに はmin o rで は あ る が もう
一 つ の1ido c ain e代謝活性 が存在す る こ と を見 い だ し た . こ れ は
Scbe m eⅢ に 示 さ れ る と お り ､
●
芳春環 上 に あ る メ チ ル 塞 が永酸化を
受け る反応 で あり ､ 以 下単にIido c ain eの メ チ )i,水酸化活性と表す ｡
こ の 代謝活性 は ､ 幼君 ラ ッ ト で は 比較的高い 活性を示す が 加齢と共
に 急激に減少す る こ と が わ か っ た ｡ 5 9 特 に 3 か月 以降の 月 齢の ラ ッ
ト で は ､ in viv oあ る い は 肝濯涜実験 で 扱 われ る 基質濃度範囲 で の
代謝活性 は ､ 他 の 2 つ (3 位水酸化 と脱 エ チ ル 化) に 比 べ 約20分の
1 以 下 しか な か っ た
｡ 従 っ て ､ 既 に 述 べ たin viv o実験 ､ あ る い は
次章に述 べ る 肝漕充実験 に お い て ､ 1ido c ain eの 肝 代謝 へ の こ の 代
謝活性の 寄与 は ､ 無視し得る程度 の もの で あ る と判断 で き た ｡ 本節
で は 代謝に関与するcyto chr o m eP - 4 50 の分 子多様性を よ り 明確 に
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知る た め に ､ こ の 新 たな代謝反応 も含め て1idoc ain eの 代謝活性を
測定し た ｡
Sche m e Ⅱ A n ew m etabol ic pathw ay of lidoc ain e
L i doc ain e
d
u
N
'
wa - 悶濫
M
M
5
5
C約3
3- hydr o xylatio n
a r o m atic m ethyl
-
hydr o xylatio n
ii) 一 酸化炭素 に よ る 阻害
Methyト hydr o xy -
1i do c ain e
d
”
N
d
m
”
coc鮎閑宅22
M
M
5
5
C払
N- de ethylatio n
Fig . 6 に は ､ 1ido c ain eの 3 っ の 代謝活性 に対 す る 一 酸化炭素 の
影響を調 べ た 結果を示す ｡ い ずれ の 代謝活性も ､ 80% 一 酸化炭素 寸
20% 酸素 61が 共存す る 系 で 強 い 阻害を受け る こ と が わ か る ｡ こ の 結
果は ､ こ れ らの 代謝活性 にCyto cbr o m eP - 458が 関与し て い る こ と
を 示 して い る ｡
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iii) SEF-5 25A に よる 阻害
Fig . 7 に ､ 肝mic r o s o m e s反応液中 へ0.5LL M と20〟 M のSEF 525A
を添加し た場禽の ､ 6 ト 6 3 各代謝活性の 変化を示す . い ずれ の 経路
に お い て も ､ こ の 阻害剤の 添加 に よ り活性は 減少した｡ しか し ､ そ
の 限 害の 程度は代謝経路間で 大きく異な る こ と が わ か っ た ｡ 特に低
濃度のSKF 525Åは 3位水酸化 の みを強く 阻害し ､ 脱 エ チ)L'化 や メ チ
)i,水酸化 に は は とん ど影響しな か っ た . 次 に ､ 基質濃度およ びSXF
525Aの 濃度を変化さ せ て 各代謝経路の 反応速度を調 べ ､ そ れ ぞれ の
反応 に対するLin e w e a v e r- Bu rk プロ ッ トを行 っ た (Fig . 8) o そ の
結果 ､ 3 位水酸化 に はn o n- c o mpetitiv eな 阻害様式が 認 め られ た の
に 射 し ､ 脱 エ チ)i,化 お よ びメ チ ル 水酸化反応 に はc o mpet itiv eな 限
害が確認され た ｡ こ の 結果は ､ 各反応を触媒して い る¢ytocbr o n e
P ･-4 50 に対 するSEF 525Aの 結合性が ､ そ れ ぞ れ ( 少なく と も3 位
水酸化と他の 2 つ と で は) 異 な る こ とを 示唆 し て い る ｡
iv)
-
phe n oba rbital に よ る酵素誘導
Fig . 9 に は ､ phe n obarbital前処理 が 及 ぼ す各代謝活性 へ の 影響
を 詞T<た結果を示す . 脱 エ チ)i/化お よ びメ チ ル 水酸化活性は ､
phe n oba rbital前処 理 に よ っ て 強く誘導さ れ た の に 対し ､ 3 位水酸
化 の 比活性 は逆 に 約2分の 1 に減少する こ と が わ か っ た ｡ こ こ で 肝
臓 当 た り の mic r o s o m e s分南中総タ ン パ ク 量 はphe n oba rbital前処理
に よ っ て 約 2倍に増加す る こ と か ら ､ 肝臓 当 たり の 3 位水酸化活性
に は は と ん ど変化 が な い と言え る ｡
skettら は ラ ッ ト を伺 い て pbe nobarbital前処理 の 影響を調 べ ､ 酵
素誇導 は 3 位永酸化反応 に つ い て の み 生 じ ､ 脱 エ チ ル 化反応 は 逆 に
阻害さ れ る と述 べ て い る ｡ 1 8 従 っ て ､ 本研究 で 得られ た結果は ､ 彼
らの 報告 と全く相違す る こ と に な る ｡ こ の 相違 は ､ 彼らが行 っ た 実
験 の 条件を本研究の も の と比較検討す る こ と に よ り ､ あ る 程度説明
す る こ と が で きる ｡ ま ずpbe れOba rbital前処理 に より1ido c ain eの 代
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謝活性が 上昇し て い る に も拘わ ら ず､ 彼ら は60分間の イ ン キ 淀 ベ -
シ ョ ン を 行 っ て い る ｡ 本研究 で 既 に 明 らか に した よう に ､ 反応開始
60分後 に は 生成したM E)G Xの 多く は 2次代謝物 に変化して い る は
ずあり ､ phe n oba rbital前処理 に よ っ て M E G X自身の 代謝反応ち
活性化を受けるとすれば ､ 残 っ て い る M 定 G 又 は さ ら に少なくなる
と推定 で き る ｡ ま た ､ phe n obarbital に よっ て 多量 に 生成して い る
と考え られ る メ チ)i/水酸化体は ､ H P L C上で も3 位水酸化体と極
め て接近し て お り ､ 条件 に よ っ て は分離で き な い 場合が ある ｡ 彼 ら
の 使用 した T L C では ､ こ の 2 っ の 水酸化体が分線さ れ て い な い 疑
い が ある ｡ こ の よ う に今回得られたphen oba rb ital前処理 の 影響が
Skettらの 報告と相適した原因は ､ ラ ッ トの 系 の 遠 い だけと は言 い
難 い も の で ある ｡
以 上の 事実以外に も ､ v )lido cain eの 3位水酸化と脱 エ チ ル 化
活性 に対す る M g イオ ン や p H 変化 の 影響は ､ 繭活性間 で 大 きく 異
な っ た こ と ､ vi) ラ ッ トに お ける性差も代謝経路に よ っ て 全く 異 な っ
た こ と な どか ら ､ 少な く と も 主代謝反応 で あ る 3 位水酸化 と脱 エ チ
)i,化反 応を触媒す る の は ､ 性質 の 異 な る別種のcyto chr o m e㍗ - 450
で あ る と結論づ け られ た ｡
Ⅲ - 3 ln vitr okin etic s
個 々 の cyto chr o m eP - 4 50分子種 (あ る い は 類似 の 分 子種群) が
有する代謝活性 と ､ in viv oま た は肝漕流実験 に おけ る代謝速度と
の 関係 を調 べ る 上で ､ in viもr o実験で 求め られ る酵素学的kin e七ic
パ ラ メ ー タ は ､ 重 要 な情報を与え て く れ る ｡ そ こ で 本項 で は ､ lid
o caineの 2つ の 主 代謝反応 の 詳細 なin vitr o kin et ic sを行 っ た o
Fig . 1 0は ､ 3 位永酸化と脱 エ チ ル 化 の 反応 速度を基質初濃度に 対し
- 37-
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て プ ロ ッ トし た もの で あ る
｡ In viv o実験の 血中濃度 で も測定され
た ､ 低い 基質濃度 の 範囲内(o.5 - l o〟 鯛) で も､ 3 位永酸化 は 基
質濃度 の 上昇 に伴 い 速や か に飽和する こ とが わ か る (Fig. ‖トA) o
ま た 同 じ濃度範囲 で ､ 脱 エ チ ル 化 は基質濃度 に 比例し た反応速度を
示した o 従 っ て ､ 2 っ の 代謝速度の 比 は基質濃度に よ っ て 大きく変
化し ､ 低濃度 で は水酸化が ､ 高濃度 で は脱 エ チ ル 化 が 主代謝反応 に
な る o 各反応速度 のLinewe a v e r-Ba rk プロ ッ トか ら求め られ た パ ラ
メ ー タ は ､ 3 位水酸化の Kmが2.1 士 0. 1 LLM (m e a n± S D ,
n - 3) ､ V maxは 0･4 4± 0.04n mole/min/mgで あり ､ 脱 エ チ ル 化
の K mは393士 37LI M , V n a xは18. 7 土 3.8 n m ole/min/mgで あ っ
た o 従 っ て ､ 基質 - 酵藤間の 親和性を表すK m値に は ､ 両者間で的
200倍も の 適 い が 認 め られ た ｡
班 - 4 代謝活性 の 性差
ラ ッ ト肝 で は ､ 1 ido c ain eの 3 位水酸化活性 に ほ とん ど性差が な
い の に 射し ､ 脱 エ チ ル 化に は著し い性差 が 認 め られ る こ と が 既 に 知
られ て い る o 5
9 ま た ､ 加 齢に よ る脱 エ チ ル 化活性の変動は雌雄問 で
異 な り ､ ある月齢 の ラ ッ ト で は こ の よ う な性差 が消失す る ｡ さ ら に
ま た ､ 1ido ¢ain e代謝活性は ､ こ れ を測定す る の に採用 した基質濃
度 に も大 きく 依存し た こ と か ら ､ 雌性 ラ ッ ト(Wista r, 3 - 4 月 齢)
の 肝 mic r o s o m e sを 用 い て 詳細 なin vitr okin et ic sを行 い ､ 雄性 ラ ッ
ト で 得 られ た結果 と 比較した (Fig . ll) ｡ そ の 結果 , 3 位永酸化 の
反応速度は 測定し た す べ て の 濃度範囲 に お い て 嘩雄問で ほ ぼ･-L一 致し
た の に 対し ､ 脱 エ チ ル 化 速度に は や は り厳暑 な性差 が 認 め られ た ｡
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Ⅲ - 塊 代謝活性 の 種差
本尊で 得られた ラ ッ ト肝mic r o s o m e sに お ける1idoc ain e代謝の 性
質壕 ､ Her mam s s e nら が 報告し て い る ヒ ト肝mic r o s o m e sを 用 い た 時の
実験結果8 1と比較す る こ と に よ り ､ ラ ッ ト - ヒ ト間で の 代謝活性の
種差が確認される o Fig.12- aに は ､ 彼らか示 した ヒ ト肝 mic r o s o nes
に おけ る1id() c ain eの 2 っ の 代謝速度と基質濃度と の 関係を 表し た o
こ れ に よ る と ､ ヒ ト で は 低基質濃度か ら高基質濃度 にわ た っ て 脱 エ
チ )i/化 が 骨 の､主代謝反応 で あり ､ 3 位水酸化反応 が占め る割合は小
さ い ｡ こ の こ と ば ､ ラ ッ ト に お い て ある 基質濃度を超え る と ､ 3 位
水酸化 から脱 エ チ ル 化 へ 主た る代謝反応 が 移行した事実と対照的 で
あ る (Fig ,10) ｡ ま た こ の 図か ら ､ ヒ ト に お い て も脱 エ チ ル 化反応
に は顕著 な 飽和性 は 認 め られな い こ とが わ か っ た ｡ 以 上の ラ ッ ト -
ヒ ト間 で の 代謝の 性質の 遠 い は ､ 1ido c ain eの 体内動態 に お ける種
差を鋭明する 土で 重要な知見 で あ る ｡
こ の よ う な種差の 原因は ､ 各々 の 代謝経路 に関与する主 なcytoI
chr o m eP- 450の 活性比 (ある い は肝内存在比) が ､ ラ ッ ト - ヒ ト問
で 異 な る ため と考 え られ る｡ 既 に 本研究 で 明 らか に し た よ う に ､ 2
っ の 代謝活性の 比 はphe n oba rbital前処理 に よ っ て 変化 し ､ 脱 エ チ
ル 化 の 比率 が高ま る ｡ 従 っ て , phe n oba rbitalを前処理し た ラ ッ ト
の 代謝 の 性質 は ､ ヒ ト で の 代謝特性 に近付く こ と が 予想 で きる ｡
Fig . 1 2-b に は､ phe n oba rbital前処 理 ラ ッ ト肝mic r o s o m e sを用 い た
と きの ､ in vitT O kinetic sを示 した . 予想 さ れ た よう に ､ phe n o
ba rbital前処 理 ラ ッ トの 代謝の 性質 は ､ ヒ ト で の 特徴を よく再現す
る も の で あ っ た ｡
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第 Ⅳ 牽 .肝 柁 謝 過 程 の 聴 デ }ル 甘比 丑ニ
を の 衛 _ 欄 ･性 の 検 匹方
ラ ッ ト に お け る1ido c aineの 尿 中回収率は低く(< l %)､
18 投与
量 の は と ん ど は 肝臓に お い て 代謝を受け る こ と が 知 られ て い る ｡
3 8
従 っ て ､ 1 ido c ain eの 体内 か ら の 消失あ る い は 代謝物 の 生成過程を
薬物速度論的 に 解明する た め に は ､ ま ず臓器 レ ベ ル で の 代謝過程を
速度論的 に 表 現 す る こ と が 有効で あ る ｡ 本研究 で は ､ は じめ に
1idoc ain eの 非線形 な体内動態を明 らか に した (Ⅱ車) ｡ 次 に ､
1ido c ain eの 代謝に関与す るcyto chr o m e㍗ - 4 50の 分子多様性と各分
子種の 性質の 違 い に 起因す る と考え られ る ､ そ れ ぞ れ の 代謝反応 の
性質を詳細 に検討し た (Ⅲ章)｡ そ こ で 本尊 で は ､ 臓器 レ ベ ル で の
1 ido c ain eの 肝 代謝を検討し､ 薬物 の 体内動態をin vitr o実験 で 得
られ る酵素学的 デ ー タ か ら説明 づ け る こ とを試 み た ｡
ラ ッ ト 肝mic r o s o m e sを用 い たin vitr o実験 で 得 られ る情報 は ､ 基
質濃度
◆
と代謝速度 の 関係 で あ る ｡ 従 っ て ､ inta ct な肝臓全体 で の 代
謝速度をin vitr o実験の 結果か ら推定す る に は ､ 代謝 に関与 で き る
肝臓内の 薬物濃度を どう考え る か が間藤 と な る ｡ 薬物の 肝内濃度を
表現する モ デ ル に は ､ 大 きく分察し て 以 下 に述 べ る 二 道 り の 考 え方
が あ る (Fig . 13) o 6 8
‾ 7 8
闇elt-stir r ed m odel : 肝 臓に涜入し た薬物は ､ 瞬時に ､ しか も均
一 に 肝全体に分布す る . 従 っ て ､ 肝 全体を 通 し て - 定 で あ る と 考え
る ｡ こ の 仮定 に よ り と ､ 肝 臓内の 遊離型薬物濃度 は ､ 肝静脈血中の
遊離塑薬物濃度と常に等し い こ と に な る . 6 8
- 7 1
Pa r allel tube m odel : 肝臓 は ､ そ の 中を通 る 毛細管(sin u s oid)
の 束 と考え られ る o こ の 毛細管内の 血 液 の 流れ が常に 一 方向だ けで
あ る と す る と ､ 薬物 は こ の 管を移動す る際に し だ い に 消失して 行く ｡
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こ の 仮定に よ る と ､ 肝内の 薬物濃度は毛細管の 門脈側か ら肝静脈側
へ 向か っ て し だ い に 減少す る こ と に な る o 7
2 - ? ?
さ て ､ こ れ らの モ デ ル の う ち ､ どち ら が1ido c ain eの 肝 内挙動を
よ り合理的 に 表 現 する か が問題 と な る ｡ こ れ を知 る に は どち らの モ
デ ル が 実験結果を よ く説明 で き る か を比較すれば よ い ｡
2 っ の モ デ ル に お い て ､ 門脈血中薬物濃度(°in) と肝静脈血中
薬物濃度 (G o ut) と の 関係式を ､ 薬物の 代謝過程が薬物灘度 に常
に 比例する と い う条件( 線形領域)を仮定し て 誘導すると ､ 以 下 の
よ う に な る o
e 9
｡ 甘el トstir r ed m odel
Cout =
Q Cin
王B CLint ＋ Q
･ Parallel tube m odel
Cou t = Cin a
CLint = ∑
-(王BCLint/Q )
(1)
(2)
こ こ で Q は 肝 血流量 ､ fB は 血中 で の 薬物 の 非結合率(血祭タ ン パ
ク と結合し て い な い 遊 離型薬物の 比率) を表す ｡ ま た ､ 肝 固有ク リ
ア ラ ン ス C Lintは ､
且 〉m ax , i
畠 Km ,i (3)
で 表 さ れ る パ ラ メ ー タ で , K m , 1 ､ K m , 2､ ･ ･ ･ ･ ･ - ･ - ･ ･ , K m , n お よ び
V m a x, 1 ､ V m a x, 2 ､ ･ ･ - I - - - V max , nは ､ 代謝 に 関与する n 個の 酵素反
応 のMicha elis定数お よ び最大代謝速度 で あ る .
(1) お よ び (2) 式を比較す る と ､ 実験的 に制御可能 な パ ラ メ
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一 夕 で あ る Q ､ あ る い は fB が変化 し た場合(C Lint は同･.一 個体内
で は変化さ せ難い) ､ C o u七億 へ の 影響 は 両者間 で 大 きく異 なる こ
と が わ かる . Pangら33とÅhm adら7 0は こ の 点に注目し ､ 1ido c ain eの
肝代謝を聴流実験 で測定する際､ 漕流速庶 ( 肝血流量 ; Q) を変化
さ せ て そ の 彩轡を調 べ た . そ の 結果 ､ 1ido cain eの 肝 代謝iまw el ト
stir r ed modelを仮定した速度式 (1) で よく 表現 さ れ る こ とを報
告 して い る ｡ しか し ､ こ の モ デ ル の 是非に つ い て は い ま だ後述 の よ
う な問題点が 残 き れ て い る｡ そ こ で 本草 で は ､ こ の モ デ)i,の 妥当性
を さ ら に他の 実験結果か ら確 認 し､ こ の モ デ ル を応用す る こ と に よ っ
て ､ in viv oで の Iidoc ain eの 肝代謝過程 と ､ in vi tr o実験か ら明 ら
か に し た酔顔 レベ ル で の 薬物代謝の 性質 と の 関係 を説明 づ ける こ と
を試み た ｡ 方法と して ､ Pa れgらと同じく肝遭流法を使用した ｡
摘出 ラ ッ ト肝液務実験(Is olated Pe rfu sio n of Rat Liv e r;
i P R L) は ､ 肝mic r o s o m e sな どの 細胞分画後 の酵素蘇を用 い たin
vitroの 実験と ､ in viv oに お ける実験 の 中間に 位置し､ 両実験系 で
得られ る結果を関連 づ ける た め の 手段とし て ､ 古くか ら伺 い られ て
い る ｡ …
‾ 8 7 こ の 実験法 の 長所と して は ､ (1)消失(代謝)臓器 の
み を取り出して 検討 で き る た め実験上 の バ ラ ツ キが小 さ い こ と ､
(2) 肝内へ 流入 ある い は 肝 か ら流出す る 血液 ( 連流液) 申の 薬物
濃度を正確 に 知 る こ と が で き る( 場合に よ っ て は ､ 肝内薬物濃度も
測定可能 で ある) こ と ､ (3) 肝代謝過程に 影響巷与え る 因子 (血
総量 ､ 血焚申非結合率等)を任意 に設定す る こ と が で きる こ と ､
(4) 定常状態 が容易 に 達成さ れる こ と から ､ 代謝以外の消失因子
を除去 で き る こ と 82 な ど で あり ､ 薬物の 肝代謝過程を換討す る 上 で
極め て 有用 で あ る ｡ しか し ､ 短所 と して 特別 な実験装置が 必要で あ
る こ と や ､ 肝機能を,-一 定に 保 つ た め に 高度な技術が要求 され る こ と
な どが ある ｡ 本研 究 で は こ れ らの 問題 点を十分 に克服した実験法を
確立 し( 詳しく は Ⅵ章で 述 べ る) ､ 以 下こ れ を伺 い て1idocain eの
肝代謝過程を詳細 に検討し た ｡
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Ⅳ - 1 Welトstir r ed m odel の 適合性
肝港流実験 に お い て 血涜量 ( 連流速度)､ を 変化 さ せ る こ と に よ り ､
肝内圧 あ る い は 毛細管内体積 (vas cular SPa S e) な どが変化すると
考え られ る ｡ ? 3 ま た こ れ に 関連 し て ､ 肝細胞内 へ の 薬物の 移行性に
も影響が 生 じる疑 い も持たれ る ｡ Pa ngらの 実験結果が決定的な説得
力を持 た な い の も こ れ ら の 理由 に よ る もの で あ る ｡ そ こ で 本節 で は ､
薬物 の 肝代謝ク リ ア ラ ン ス を変化 さ せ る制御可能な もう - つ の パ ラ
メ ー タ ､ 血中 ( 遭流液中) 非結合率(fB)を変化さ せ る こ と に し た ｡
(i) Lido c ain eお よ び代謝物の 血祭夕 と二三之塵金
連流液中の1ido c ain eの 非結合率を変化 さ せ る た め ､ 結合性 血焚
タ ン パ ク と し て ､ Bo vin eSe r u mAlbu mi爪(B S A) と テ レ ビ ン 油前
処理 ラ ッ ト血清 (T RS) を使用し た ｡ T RS 中に は ､ Iido c ain e
等 の 塩基性薬物 に高 い 結合性を持 っ α 1 - 酸性槍タ ン パ ク (α 】 -
A G P) が 高濃度 で 含ま れて い る こ と が 知 られ て い る ｡ 7 9
- 8 0 そ こ
で ､ ま ず凍洗液中 へ こ れ らの 血祭タ ン パ ク を添加 し ､ 平衡透析法 に
よ り1idoc ain eお よ び代謝物 の 非結合率を測定し た (Table 8) 0
こ こ で ､ B S A の 濃度 (5 %) あ る い は T RS の 希釈率 (1 5 %)
は ､ 生理 的条件8 1あ る い は 実験上 の 制約か ら ､ そ の ば ば 上限 を と っ
た もの で あ る ｡ こ の 結果 ､ 5 %B S A では1ido e ain eお よ び代謝物
は約50 %の 非結合率を示 した ｡ こ れ に 対し て 15 %T R S で は ､ lid
o cain eに は 5 % BS A と 同程度の 結合性が 認 め られ た もの の ､ 代謝
物 の 結合性 は 頚 い こ と が わ か っ た ｡ 本節の 雇流実験に は洗浄 ヒ ト赤
血 球を使用 L■た た め ､ 溶血防止 の た め0.5 %B S A をc o ntr olと し て
使用 し た が ､ こ の 程 度の 濃度の B S Aは 各化合物 へ の 結合性を は と
ん ど持たな い こ と が 示 さ れ た ｡
- 48 -
pU
a)
,i:
の
CO
>
一口
qJ
J.i
CO
P
-て)
JJ
コ
0
U)
くq
rl
E;
(⊃
⊂)
T+
ヽ
＼
G
･
rl
,a
(⊃
I
･+
bD
O
∈
q)
吋
.i:
bL)
⊂)
0
1′1
∽
G
･T1 ･
d rJ
JJ rl
G Q)
○ (J
O
-●ロ
E 0
コ 0
-r
-I rJ
勺 ,a
Q)
∈
rC)
ql
ぷ ぃ
O
d G
杜】 吋
∈
( コ
ー:I. &
･廿 lヽ ､ N
CO 00 0
■
l
⊂) (⊃ く⊃
0 0 0
(⊃ ⊂) ○
＋A ＋l ＋j
Oヽ しO tJl
l∫一 I.凸 叩
Cr＼ Oqt Cn
O O 句
くっ く⊃ ⊂)
CTt 吋 ･･甘
しO Oヽ CO
O 0 a
● ● 0
0 0 O
＋l ＋1 ＋l
rY1 ロ＼ Lrl
LJ1 ･廿 CO
Ln か 00
o 4 4
0 0 くっ
叩 d rr7
ロ＼ ▼+ y-1
⊂) ▼+ y 11
Q ＋ *
0 ⊂) ○
＋l ＋1 ＋l
Tl lD yI
N Tl I.0
Ln ＼.D Ln
● ○ ●
くっ く⊃ ⊂)
QJ
G
･ lJ
ed
a) O
G 0
･
rl rO
d ･ rl
O rJ
o 舛 ニュ
rTj u ⊂)
' rl k】 ‡
J ∑ rり
4 9
^
J草
A:
帆
(王〕
紳
tJ1
rU
G
コ
0
FL
E
O
U
JJ
G
q)
い
a)
しぃ
りJ
･Tl
仁:I
G
･
fl
U)
qJ
JJ
･
fl
r1
0
,皿
也
JJ
a)
芝:づく
E
切 コ
小 ＋rl
･
rl rO
q)
rt) 芝:
G
吋 G
O
” ･rJ
G の
･
rl コ
吋 L山
O ”
0 q)
rcIPJ
･rl
A
しぃ
O
G
O
･
TI
JJ
O
和
い
Fq
心
qJ
H
払
め
C)
I
-i
,a
和
ト1
(ii) Lido c ain eの 肝 ク リ ア ラ ン ス に 対す る非結合率(fB) の 変化
の 影響
摘出肝連流 に は ､ 特に 連流液中の p H を 一 定 に す る こ と を 目 的と
し て ､ 連流液 を 且 回 だけ 通過 さ せ る 方法 (single - pas s ∫ P R L,)
を用 い た ｡ ま ず線形領域 で あ る こ と が 確認 され て い る20′上g/minの
1ido c ain eを 定速注入し ､ C out に定 常状態 を達成さ せ ､ さ らにFig.
1 4で 示 さ れ る よ う に潜流液中 の B S A 濃度を変化さ せ た ｡ こ の 結果 ､
1 ido c ain eの C o utレ ベ ル は約 2倍に 上昇し ､ w el トstir r ed m odelを
仮定し た式(1) で の 予測値 に 近 い 値を 示 し た ｡ こ こ で ､ Fig. 14,
15の 実験 で は ､ 謬 質浸 透 圧 を整 え 肝内圧を - 定 にす る た め ､ 代用血
祭剤で あ るhydr o xyethylsta r ch(H 王壬S) を使用 し た . 予め 行 っ た
凍流実験の 結果､ 肝内圧 は勝質浸透圧 に は 依存す る が ､ 凍流液の 粘
性 に は あま り影響を受け な い こ と が わ か っ た ｡ 同様な凍流実験 は ､
15 %T R S の影響 に つ い て も同様 に 行 っ た が ､ 1ido caineの C out レ
ベ )いまや は り約 2倍に 上昇し ､ w el l- stir r ed m odel から の 予測値と
よ い 一 致を示 し た ｡ Table 9 に はこ れ らの 実験結果をま と め た が ､
観察 さ れ た C o ut レベ ル は い ずれ の 場合もw el 卜stir r ed m odel に よ
る 予測値の 方 に よ い 一 致を示 し た ｡ 以 上の 結果 は ､ Pa ngら が 報告 し
た 血流量変化 の結果 3 3と 併せ る と ､ 1ido e ain eの 肝 代謝過程が ､ 肝
臓を見掛ij･ 上よ く授 は ん さ れ た コ ン バ ー トメ ン･トと して 表現 さ れ る
と し
.
た ､ w el 卜st ir r ed m odelに適合す る こ とを 明 らか に し た デ ー タ
で あ る ｡
(iii)代謝物 の 定常状態 レ ベ ル に 対 する非結合率(._f.a.._)の 変化 の 影響
連流液中の 血焚タ ン パ ク 組成を変化 さ せ た こ の 港流実験 で は ､ 代
謝物の 定常状態 も同時に 測定さ れ た . L idoc ain e自身の 凍流実験 デ
- 夕 か ら ､ こ の 薬物 の 肝代謝過程 は w ell- stir r ed m odel に従う こ と
が 示 さ れ た こ と か ら ､ 次 に1idoc ain eか ら生成す る代謝物の 定常状
態 レ ベ ル を こ 甲 モ デ ル を 招 い て 予測し ､ 実測値と の 対応 を調 べ た o
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Lid｡ c ain eを 定速 注 入 し た と き に 肝静脈血中 ヘ 流出する代謝物 の
濃度(Co ut) は ､ w el 卜stir r ed m odelを 仮定す る と次式の よう に
表現される ｡ 39
fmCin , PfB, PCLint , PQ
Co ut ニ (fB, PCLint, p ＋ Q)(fB, MC Lint, M ＋Q) (4)
こ こ で ､ fm は 全代謝速度に対す る そ.
の 代謝物を生成す る反応速
度 の 比 ､ °in, pは親薬物の 投与速度､ fB ,p L fB ,M は そ れ ぞれ薬物､
代謝物の 非結合率､ C L int, p, C Lint , Mは それ ぞ れ薬物､ 代謝物
の 肝 固有 ク リ ア ラ ン ス を表す ｡
ま た ､ (4) 式は ､ 肝固有ク リ ア ラ ン ス が 極め て 高い 薬物 で は
fB , p ･ C L int, p〉〉Q とな る こ と か ら ､ 次式 で 表さ れ る o
fmCin, PQ
〔out ≡ fB, MC Lint, M ＋ Q
- - - - - (5)
Lido c ain eの 肝 ク リ ア ラ ン ス は 極め て 高 い こ とが 既 に わ か っ て い
る こ と か ら(5) 式 が あ て は まり ､ w el トstir r ed 瓜Odelを仮定した
とき の 代謝物 の C o utは ､ 1 ido c aineの 非結合率 に 依存 せ ず代謝物自
身の非結合率の 変化 の み に よ っ て 決 ま る こ と が 予想 され る ｡
さ らに ､ M E G X 自体を投与し た港流実験から こ の 代謝物の 肝 ク
リ ア ラ ン ス も非常に高 い こ と が わ か っ て おり ､ 3 9 (5) 式 は さ らに
単純に 次式 で 表 現 で き る ｡
fmCin, PQ
〔o ut ≡ fB 川CLintノ M
(6)
Fig . 16は ､ Fig . 14で 示 し た実験 に お い て 測定さ れ た1 ido c ain eの
水酸化体お よ び脱 エ チ ル 化体の Co utを 表す が ､ い ずれ の 代謝物 の
定常状態 レ ベ ル も B S A 濃度 の 変化 に よ っ て 約 2倍に 増加 した ｡ こ
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の 値 は ､ 平衡透析法 に よ っ て 測定し た B S A 濃度の 変化 に よ る代謝
物 の 非結合率 の変化 ( 約50 %､ Table 9) 杏 (6)式に あ て は め て
欝出した 予測値と よ く - 致 し た. 同様に ､ Fig . 17 は15 % TR S(α l
- A G P) の 影響を調 べ た も の で あ る ｡ こ の 場禽 に は ､ 代謝物の
C o utは常 に ･ 定値を とり ､ T 配S が代謝物 に対し て は結合睦を は
と ん ど持たな い 事実 と よ く - 致し た o
以 上の よ う に ､ I idocain eか ら生成す る代謝物の 定常状態 は ､ 今
回設定した性質の 異 な る 2種類の 血祭タ ン パ ク 結禽の 変化 にお い て
も ､ w el 卜stir r ed m odelを仮定する こ と に より十分予測可健で ある
こ と が わ か っ た ｡ 従 っ て ､ I ido c ain eの 定常状態 レベ)LJ の 変化 か ら
確 認 し た ､ 1idocaine代謝過程 に対す る こ の モ デ)i,の 過食性 は ､ 代
謝物デ ー タ か らも支持され た o
Ⅳ - 2 Lido c ain eの 非線形な肝代謝と そ の 要因
Lido cain e､ お よ び代謝 に よ っ て 生成し たl 次代謝物の A UC は ､
門脈内 へ 投与した薬物量 に比例しなか っ た (∬草) 0 In viv o実験
に お け る こ の よ う な非線形な関係 は ､ 投与期間中 に肝臓 へ 流入 する
薬物 の 血中濃度の 違 い に起 因 する もの と 考 え られる ｡ そ こ で ､ 本節
で は こ の よ うな非線形体内動態を､ 摘出肝凍流実験 に お い て 薬物の
注入速度を変化さ せ る こ と に よ っ て 再現 し ､ 既に そ の 妥当性を確致
し たw elトstir r ed m odelを こ れ に適 応 し て そ の 要因を解明する こ と
を 試 み た ｡
Fig ‥18 は､ 港流実験 (single- pa s s､ 定常状 態) に お い て1ido -
c ain eの 投与 ( 注入) 速度を変化 さ せ た と き の ､ 投与速度と co utと
の 関係 を示 軒o こ の 結果 ､ 1ido c ain eの C o utは 投与速度が40- 6 0
jLg/minま で は こ れ に 比例し た の に 対し ､ 60LEg/min以 上で は比例関
係 は失わ れ た ｡ こ こ で ､ 今回 の 凍洗実験に採用し た投与速度の 範囲
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は ､ in viv oの 門脈内投 引 こ あ て は め て 考 え る と ､ 1 idoc ain eの 消失
に非線形性が生 じ て き た2.5 - 5.0 mg/kgの 投与量 に はぼ対応して い
る ( 投与速度と肝血流塵 よ り推定 で き る) o 従 っ て 今回 の 遭流実験
の 結果は ､ in viv o実験 で の 非線形体内動態を よく 再現するもの で
あ り ､ 同時 に そ の 非線形性 が や は り代謝の 飽和に因るもの で あ る こ
と を 示 し て い る ( 定常状態 で は代謝以外の 消失因 子は除去さ れる) 0
次 に ､ こ の と き同時に測定された 2 っ の 1 次代謝物 (M E G X､
3 0H lido cain e) の Co utを投与盛 (1ido c ain e) に 対し て プロ ッ ト
L て み た (Fig 一ユ9) o こ の 結果 ､ in viv o実験 に お ける代謝物の A
u c と1ido c ain eの 投写塵と の 関係と全く同様 に ､ 水酸化体の C out
は 投与速度 に ば ば比例し た の に 対し ､ 脱 エ チ ル 化体 の Co utは や は
り 下に 凸 な関係を示した｡ 従 っ て ､ in viv oで の 代謝物 の 非線形 な
体内動態 に も ､ 1idocaineの 代謝の性質が関係して い る と推定 で き
る o
以 上の よう に ､ in viv oと凍掩実験 の 結果に は非常 に良い対応が
確認 さ れ た ｡ で は こ れ ら の 結果 はin vitro実験の 結果とどう対応す
る で あろ う か ｡ 本章 で は 既 に肝内 で の1ido c ain e濃度の 表現方法と
し て wel 卜stir r ed m odelが適 当 で あ る こ と を 示し た ｡ そ こ で 肝内の
基質濃度が1ido c ain eの C o utに 等し い と仮定し て , 代謝物の C o ut
と 肝内基質濃度 と の 関係を示した(Fig .20)｡ こ こ で 代謝物の Co ut
は ､ こ れ に 肝血流量 ( 凍流速度) を掛け る こ と に よ り ､ 単位時間当
た り に肝臓か ら流出し て く る代謝物 の 総量 が求ま る ｡ 従 っ て ､ 代謝
物 の Co ut は潜流実験 に お け る見掛けの 代謝物生成速度を表す値と
見なす こ とが で き る ｡ こ の 図 を み る と ､ 水酸化体の C o ut の上昇率
は ､ 基 質濃度と考 え られ る1idocaineの C outの と昇率を 下回り ､ 上
に 凸 な関係を示し た ｡ こ れ に 対し て 脱 エ チ ル 化体の C o ut は､ 1ido -
caineの C o utに対 し て 比例関係を示し た ｡ こ の 結果は ､ 肝mie r o-
s o m e sを 用 い たin vitr o実験 で 観察した ､ 基 質濃度 と 2 つ の 代謝物
(M E G X､ 3- OH-1ido cain e) の 生成速度 の 関係を よ く反映し て い
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る と考 え られ ､ 臓器 レ ベ ル で の1ido c ain eの 肝代謝過程 に お い て も
水酸化 は飽和しや すく ､ 脱 エ チ ル 化 は 基質濃度に 比例した代謝速度
を示す こ と が わ か る ｡
以 上の よ う に welトstirr ed m odelを 仮定し て 今回 の 肝凍流 デ ー タ
を解釈す る と ､ in viv o実験あ る い は 肝潜流実験 に お い て 認 め られ
た1ido c ain eの 消失 の 非線形性は ､ 低投与量 (あ る い は 低速度) で
主代謝反応 で あ る 3 位水酸化 が ､ 投与量 の 増加 に よ っ て 飽 和 して く
る た め に 生 じる こ と が わ か る ｡ ま た 同時 に ､ こ の 水酸化 の 飽和が 肝
内のIidoc ain e濃度を 上昇 さ せ る た め ､ 飽 和性の な い 脱 エ チ ル 化体
の 生成が促進 さ れ ､ そ の 結果と し て 脱 エ チ ル 化体 の A U C(C o ut)
が1ido cai且eの 投与量 (速度) の増加率 に 比例しな い 上昇を示した
と考え られ る ｡
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Ⅳ - 3 分子多様性を考慮した非線形モ デ)i,
こ の よ う に ､ 潜流実験で は肝臓を細胞分画する こ とな く代謝に関
与する複数種の cyto chr o m eP - 4 50の 性質を確認 で きる こ と か ら ､
こ の 実験系から酵廉学的 パ ラ メ ー タ を求 め る こ と を試 み た ｡
藤流実験 に お い て 測定 で き る代謝物の 濃度 は ､ 単位時間当 たり に
生成する代謝物蛍 から ､ 肝臓 よ り流出す る 以前に次の 代謝を受け て
消失する 分を差し引き ､ こ れ を肝血涜塵 で除した値 で あ る o
8 3 従 っ
て ､ 代謝物 の 消失 に つ い て 十分な情報が な い 限り ､ 代謝物 の Co ut
か ら正確な各代謝速度を求め る こ と は で き な い ｡ そ こ で 1ido c ain e
自身の 代謝速度か ら ､ 各反応系 の パ ラ メ ー タ を求め る こ と に し た o
Lido c ain e代謝に 性質の 異 な る 2 つ の 酵素 (cyto chr o n eP - 450)
系 を想定し ､ 肝内基質浪度は w el 卜st ir r ed m odelに 従 っ て 表現 す る
と ､ 肝 臓当たり の1ido ¢ain e代謝速度 Ⅴ は 以 下の 式 で 示 され る｡
Vm a
_
冗 ,1Co u耳
V = Km ,1 ＋Co ut
Vm a x,2Co ut
Km ,2
'Co ut
(7 )
こ こ で K m , 1 ､ V m a x, 1お よ びK m, 2､ V m a x, 2は ､ そ れ ぞ れ 3位水酸化
反応 およ び脱 エ チ)i,化反応 の kin etic パ ラ メ ー タ (Micha elis定数､
最大代謝速度)を表す が ､ 実際に港涜実験 で (もちろ んin vivo実
験 で も) 問遺と な る濃度範囲内 で は , 脱 エ チ)i/化 のMichaelis定数 は
明 らか に K m2〉〉C o ut であり ､ (7) 式 は (V m a x, 2/K m , 2)
= K de と し て さ らに単純に次式で 表さ れ る ｡
Ⅴ
Vm a x Co u乞
Km 十 Cou t
＋ K de Co ut (8)
ま た ､ 連流実験 に お い て 求め る べ き肝代謝速度 は次式で 与え られ
る ｡
∨ - (°in - 〔o ut)Q - - - - - - (9)
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こ こ で Cin , C o utは ､ そ れ ぞ れ1ido c ain eの 流入 ､ 流出液中濃度､
Q は漕流速度 ( 血洗量) を表す ｡
(8) お よ び (9) 式を用 い て 潜流実験デ - 夕 を解析すれば ､ 理
論的 に は (8) 式 に含まれ る 3 つ の 酵素学的 パ ラ メ - 夕 が 欝出可能
で あ る ｡ しか し ､ こ れま で 行 っ たin viv oに 対応 し た投与範囲 で の
港涜実験か らは ､ す べ て の パ ラ メ ー タ を 正確 に 求め る こ と は 困難 で
あ る ｡ そ の 理由 は ､ こ の よ う な投与範囲 で測定され る代謝速度 で は ､
(8) 式の 第1項 で表 さ れ る 水酸化 の 比率が 常に 大 きく ､ 脱 エ チ ル
化に関す る第2項の 寄与が検出 さ れ に く い た め で あ る ｡ ま た ､ 3 つ
の パ ラ メ ー タ (Km､ V m a x､ K de) を求 め る た め に は ､ さ ら に多 く
の 測定点が 必要 で あ る . そ こ で ､ 1ido c ain eの 投与速度範囲を約10
倍 に 広 げ､ より 多 く の 情報を得る こ と に し た o F ig 21 は､Iido c ain e
の 投与速度を50- 776〟 g/minの 問 に 7点設定し て 感流実験を行 っ
た時の ､ 投与速度 と1ido c ain eの C o utと の 関係を 示 す o こ の 図 か ら
わ か る よ う に ､ ニ の 関係 は あ る投与速度を過 ぎる と直線性を示す よ
う に な る ｡ こ の 現 象 は ､ 親和性 の 高い 水酸化 が は ぼ完全 に 飽和し ､
主代謝反応 が ､ 飽 和性の 少 な い 脱 エ チ ル 化 に 移行する こ とを 示唆L
て い る ｡ こ の 実験 か ら算出 さ れ た1ido c ain eの 肝 代謝速度を
Lin e w e a v e r-Bu rkプ .ロ ッ ト し た (Fig .2 2) と こ ろ ､ 2 つ の 代謝活性
の 共存 に起 因 する と考 え られ る 二相性が観察 で き た ｡ そ こ で さ らに ､
ニ め プ ロ ッ ト に よ っ て 求め た パ ラ メ ー タ を初期値と し ､ 按準最小二
乗法 プロ グラ ム S A LS(Sta st ic al An alysis wi th Le a sトSquar e s
F itting ;東京大学大型計算機 セ ン タ ー ) 8 4
- 8 5を 伺 い ､ (8) 式を
仮定し た曲線 あて は め を行 っ た ｡ こ の 計算結果 はTable lOに 示す ｡
ま た ､ Fig . 23 は､ 得られ た 3 っ の パ ラ メ ー タ か ら1idoc ain eの 全代
謝速度､ 永酸化 速度お よ び脱 エ チ ル 化 速度を そ れ ぞ れ シ ミ ュ レ - 卜
し た も の で あ る ｡ こ の 図 か ら , 各代謝反応 の 性質 と1ido c ain eの 非
線形な代謝過程 と の 関係 が 理解 で き る ｡
上 の
J
潜流実験 か ら得た酵素学的 パ ラ メ ー タ は ､. 肝臓全体 に 存在す
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Tab le 1 0 K in et ic pa r a m et r s Of L ido c ain e
obtain ed fr om 1ま.do c ain e r e m o v al r ate in is o-
lated r at l iv e rpe rfu sio n, a nd t ho s e e stim ated
fr o min vitr o k in etic data wh ich w e re obtain ed
u sing r at L iv e r mic r o s o m e s.
(己浮｡…吉fl三言三三芸) (吉oe冨t芸…fl三言㍑)
Km Vm a x K de
(pM) (nm oL/min) (m1/min)
No . 1 0.18 8
I P AL No . 2 0. 2 3 9
No . 3 0. 2 2 6
4 6 0
4 8 2
503
2 5. 2
3 9. 8
6 4. 8
m e a n 0 . 2 1 8 4 8 2 4 3. 3
±s D ± 0 . 0 22 ± 1 8 士 1 6. 4
Estim ated
v alu e sfr o m 2 . 0 7 3 9 6 ん2 .9
irl Vitr o da ta
- 6 7-
る酵素の 代謝能力を示すと考え られる ｡ 従 っ て ､ 肝 ホ モ ジ ュ ネ - ト
の - 部を取り出し ､ こ れ を ( 実際に は 肝mic r o s o me sを) 伺 い て 行 っ
たin vitr o実験 で 測定され るk.in etic
パ ラ メ - 夕 は ､ 酔顔蛍 (V m a x)
に違 い が あ る もの の は とん ど等価と考 え られ る . そ こ で 肝 mic r o-
s o m e sを用 い た 実験 で 測定し たin vitr okin etic パ ラ メ ∵ 夕 を ､ 単
位肝臓当 た り の mic r o s o m e s童 は60mg mic r o s o m al pr otein/g live r
と し ､ 8 6 肝 重量 は実測値の 平均を用 い て 補正 し ､ in vitr o実験の 結
果か ら - つ の 肝臓当た り の 代謝 パ ラ メ ー タ を推定した (, Table lOで
は ､ こ れ らの 推定値を港流実験 で 実測し た パ う メ - 夕 と比較した が ､
水酸化 の Km値 に 約 1 オ ー ダ ー の 違 い が あ る もの の ､ 他の 2 つ の パ
ラ メ ー タ に は 良 い 一 敦が確 認 さ れ た ｡ ま た ､ 肝mic r o s o m e sを 用 い た
in 心itr o実験 か ら Km値 を測定す る際､ 本研究 で は反応液中の 総
1ido c ain e濃度を基質濃度 と し た が ､ こ の 濃度 は実際に代謝 に関与
し て い る 遊離型薬物濃度よ り常 に 大 きく ､ 時 に低基質濃度 に お い て
そ の 差 は 大 き い と 考え られ る ｡ ま た ､ in vitr o実験 で ､ 低濃度の
1ido cain eは 反応 開始後瞬時 に消失して しま う た め ､ 正確 な反応速
度が 測定 で き な い ｡ 87 水酸化 の Km値を 決定す る の は極め て 低 い 港
度範囲 で の 実験 で あ る こ と か ら ､ Table lO で示 さ れ た K 爪の 推定値
は ､ 真の 値を か な り 大 きく 見積も っ て い る と 考え られ る ｡ 一 般 に
削 cha elis定数 Kmは ､ 測 定誤差 な どの 実験上 の バ ラ ツ キ に よ っ て も
大き く変動す る性質を持 っ こ と を併せ て 考 え る と ､ 今回得られ た
Kmめ実測値 と推定値 に つ い て も ､ 比 較的良 い 対応 が な さ れ て い る
と言う こ と が で き る ｡
こ の よ う に ､ 反応 速度式 に複数の cyto chr o m e㍗ -450 の関与を考
慮し ､ 肝 内 で の 薬物の 分布 に w el トstir r ed m odelを仮定し た こ の 解
析法 は ､ in vitr o一 肝凍流実験閤､ お よ び肝澄涜 - in viv o実験間
を よ く対応 づ け た ｡ し た が っ て こ の 解析法 は ､ in vitr o実験 で 得 ら
れ る cyto chr o m eP - 450に 関す る酵素学的性質を､ 薬物 の 体内動態
に合理 的 に反映で き る有用 な非線形肝代謝モ デ ル と言え る ｡
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Ⅳ - 4 Cyto chr o m eP - 450活性 の 変動が及 ぼ す肝 ク リ ア ラ ン ス へ
の 影 響
cyto chr o m eP - 450の 有す る 代謝活性 は ､ 動物種､ 動物の 性あ る い
は 酵素誘導, 阻害 に よ っ て 大 きく変動す る場合がある ｡ ま た ､ 既 に
述 べ た よ う に ､ こ の 代謝酵素 に は 多 く の 分子種が 存在し､ あ る 要因
に よ っ て 生 じる活性の 変動 は ､ 各 々 の 分 子種 に よ っ て 全く 異 な る場
合があ る . 肝mic r o s o m e sを 用 い たin vitr o実験 で 明 らか に さ れ た よ
う に ､ 1idocain eの 3 位永酸化活性 は ､ 性差 あ る い はphe n obarbital
前処理 の 影響を受けず ､ 常に 一 定値を 示 し た ｡ こ れ に 対 し て 脱 エ チ
ル 化活性は ､ こ の 2 っ の 因子 の 変化 に よ っ て 大 きく変動した ｡ 各代
謝反応のin vitr okin et ie sに は 全く 異 な っ た 速度論的性質が 認 め
られ た こ と か ら ､ こ の よ う な代謝活性 の 変動は ､ 1ido c ain eの 体内
動態 に 大 きく 影響す る と考え られ る ｡ In viv o実験に お い て 示 さ れ
た投与量依存的な性差 は ､ そ の 一 例 で あ る と 推定 で き る ｡ そ こ で 本
節 で は ､ こ こ に 確 立 し た非線形肝代謝モ デ ル を 問 い ､ cyto chr o m e
P - 450活 性の 変動と い う酵素 レ ベ ル で の 現象 と ､ 薬物の 体内動態を
左右す る ( 港涜肝 で の) 肝代謝 の 性質 と の 関係 を 明 らか に す る こ と
を試み た ｡
(i) 碓性 ラ ッ ト で の 馳 え土 ニ旦旦塑塵
雄性ラ ッ ト (甘ista r､ 3 - 4 か月 齢) を 用 い た 凍充実験を行 い ､
前節 と同様 な 手備 に よ り 3 っ の 肝代謝 パ ラ メ ー タ を 得た(Table ll)0
そ れ ぞ れ の パ ラ メ ー タ を 雄性 ラ ッ ト で の 値 (Table 10) と 比較す る
と ､.ま ず水酸化 の Kmに は は とん ど性差 は な く ､ V m a xは 唯 は雄 に
比 べ 約40 %小さ い 値だ っ た ｡ ま た ､ こ の 時測定さ れ た雌の 肝 重 量 は ､
堆 に 比 べ 30- 40 %小さ か っ た ｡ 他の 実験か ら単位 (蛋) 肝臓当 たり
の mic r o s o m e s童 に は 性 差 が 認 め られ な か っ た こ と か ら ､ こ の Vq)a x
の 違 い は 肝 重 量 ( 絵皿ic r o s o m e s量) の 違 い に 起因 す る と考 え られ る ｡
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Table ll K in etic pa r am ete r s of L ido c ain e
obtain ed fr o m l ido c ain e r e m o v al r ate in キs o-
hated pe rfu sio n oi fem ale r at liv e r
Study
n u mbe r
(
h
h豊52.…吉fl三言豊吉芸)
Km Vm a x
(pM) (n m o1/min)
(孟oe冨t㌶fL三言至芸芸)
K de
(mL/ruin)
1
2
3
0 ｡ ユ. 2 4
0 . 09 6 2
0 ｡ 1 8 2
2 6 1
3 8 1
2 5 0
9.7ん
1 5｡5
17 . 9
m e s n o ｡ 1 34 2 9 7 14･ . 4
土 S D ± 0 ｡ 0 2 1 ± 3 4 ± 3 ･ 4
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従 っ て ､ in vitr o実験 で 観察し た 3位水酸化活性 に は全く性差 が な
い と い う現 象 は ､ 潜流実験に お い て も よ く反映 さ れ た と 言え る ｡ -
方脱 エ チ ル 化速度を表現す る パ ラ メ ー タ K deに は ､ 雌雄間で 約3倍
の 差異 が 認 め られ た ｡ こ の 差 は 肝 重量 を考慮し て も存在し ､ 明 らか
に代謝活性 の 性差 と判断 で き る ｡ し か し ､ in vitr o実験 で 測定した
脱 エ チ ル 化活性に は約10倍 もの 性差が あり ､ こ こ で 得 られ た 肝潜流
で の 結果と は ､ 数 値の とで は 一 致し な か っ た . こ の 原因 と し て ､ 雌
ラ ッ トで は 脱 エ チ ル 化活性を構う堆に 存在しな い ( 親和性の 低 い)
代謝活性が存在する と考 え られ る が ､ 本研究 で 行 っ たin vitr o実験
か らは , こ れ を支持す る 知 見 は得られ な か っ た ｡
以 上 の よ う に ､ 雄性お よ び堆性ラ ッ トを 用 い た 港流実験か ら得た
肝代謝 パ ラ メ ー タ は ､ 碓 の K deがin vitr o実験か らの 推定値を や や
上回 っ た もの の ､ 酵素 レ ベ ル で の 代謝 に関す る情報を よ く反映した ｡
(i)
I
) 各代謝反応 の 活性比 と1idoc ain eの 肝 代謝の 性質
こ の よう な代謝経路間の 活性比 の 変化 は ､ 性差 の 外に も酵素誘導
や動物種間で も認 め られ て い る (Ⅲ章) ｡ そ こ で ､ こ れ ら の 因 子が
1idoc ain eの 非線形 な代謝 の 性質とどの よ う に関連 づ け られ る か を
知る た め に ､ 肝代 謝過程を表現す る 3
一
っ の パ ラ メ ー タ (K m , V max .
K de) を変化 さ せ て ､ 連流実験の鷹巣を予想し た ｡
Fig . 2 4は ､ 水酸 化 の パ ラ メ ー タ K m , V n a xが - - - 定 で ､ 脱 エ チ ル 化
の パ ラ メ ー タ K deが 変化 し た と き に ､ in viv oを 想定した港充実験
に おijJ る1ido c aineの 投与速度 (0 - 80LLg/min) と C o utと の 関係
を シ ミ ュ レ ー トし た もの で あ る ｡ こ こ で K m , V m a xは 遭流実験 で の
実測値を ､ K deは 実測値 か ら約100倍 の 活性の 変動を考慮し て 予測
し た値を伺 い た ｡ ま ずKdeが10 から100の オ ー ダ ー に 変化 し た場合､
低投与速度側 の C o ut には (比率的 に も) は とん ど変化 が な く ､ 逆
に 高投与速度側 の C o ut は大 きく低 F した ｡ 従 っ て ､ K deが 増加 す
る に従 っ て ､ 1idocain eの 投与速度 - c o ut間の 非線形性 は し だ い に
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弱まり線形な関係 に 近付く こ と が わ か る ｡ ま た ､ K deが さ らに 1 オ
ー ダ ー 増加す る と ､ こ の 関係 は ､ はとん ど直線関係を示したo こ の
結果を定性的に解釈す る と ､ 1ido c ain eの 非線形 な肝代謝 は永酸化
の 飽和牲 に よ る もの で あ り ､ 飽和性の 少な い脱 エ チ ル 化活性の 比 が
上昇する に従 っ て そ の 非線形性が 弱 ま っ た と考 え られる o
Fig.25で は逆 に , 脱 エ チ ル 化活性 (Kde) を 一 定 に し ､ 水酸化 活
性 (V m a x) を変化さ せ た (Knは 一 定) o 投 与速度 - cLO utの 関係
は ､ 水酸化 活性の 減少に よ っ て も や は り線形に 近付い た ｡
以 上の 結果か ら ､ 1ido c aim eの 肝 代謝の 性質 は ､ 反応速度論的性
質を異 に 軒る 2 つ の 代謝活性の 比 に よ っ て 変化 す る こ と が 予想され
た ｡
(iii) 旺盛謝過程 の 性差 ､ 種差お よ び酵素誘導 に よ る変化
肝臓当たり の脱 エ チ ル 化 活性 は ､ pbe 且Oba rbital前処理 に よ っ て
10- 1 5倍増加する こ と を既 に 明 ら か に した (Fig 9) ｡ ま た､ こ の
と き の 3 位水酸化活性 に は ほ と ん ど変化 が 無 か っ た ｡ そ こ で phe n o-
ba rbital前処 理雄性 ラ ッ トを開 い て 肝凍流実験を行 い ､ そ の 結果を
先 に 示 し た無処 理堆 お よ び雌性ラ ッ ト で の 結果と比較し た(Fig. 26)0
投与速度 - C o ut闇の 関係 に 見 られ る非線形性 は ､ 脱 エ チ)i,化活
性 の 大き さ の 順 ､ す な わ ち 無処理雌 < 無 処 理雄 < pbe n oba rbital煎
処 理雄の 順 に し だ い に 弱 ま っ た ｡ こ の 違 い は , 投 与速度と肝除去率
(hepatic e xtr a ctio n r atio) と の 関係 (図中点線で 示 し た) を比
較す る と さ ら に よ く わ か る . 投与速度の 増加 に よ る1ido c ain eの 肝
除去率の 底1Fは ､ 無 処理蝉 で最も大きく ､ phe n oba rbital前処 理雄
で は最も小さ く は と ん ど - 一 定値を示 し た .
以 上の 潜流実験の 結果 は ､ Fig 24の シ ミ ュ レ ー シ ョ ンを はぼ 完全
に 再現し て おり ､ 1 ido c ain eの 肝代謝の 性質 に は ､ や は り水酸化 と
脱 エ チ ル 化 の 活性比 が 深 く関係し て い る こ と が 証 明付けられ た ｡ ま
た ､ こ の 結果からin vivo実験 で 観察で き る現象が よ く説明さ れ た ｡
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IJi do e ain eの 肝除去率 (Fig .26) を雌雄問 で 比較する と ､ 底投与
速度 で は差 が なく ､ 投与速度の 上昇 と と もに そ の 差が増加して い る ｡
こ の 原因は 既 に 明 らか で あり ､ 低投与速度 で は食代謝速度に占め る
脱 エ チ ル 化 の 比率 が低い ため性差 は現 れ な い が ､ 投与速度の 上昇 に
従 っ て こ の 比 率が高まり ､ しだ い に性差が生じたと説明 で きる ｡ こ
の 性質 は ､ in vivo実験 に お ける1ido c ain eの A U Cに ､ 投与量 に 依
存し た性差が存在した こ と と よ く 一 致 して い る o 従 っ て ､ in vitr o
実験 で 観察され た ､ 特定 の 反応部位 の み に 認 め られ た代謝活性の 性
差 は ､ 1 ido c ain eの 体内動態 に よ く反映され た こ と に な る .
同様 に ､ 無処理堆 - phe n oba rbital前処 理堆間で 肝除去率を比較
すると ､ 紐処理群 で は投与速度の 増加 と と もに 肝除去率が低下 した
の に 射し ､ phe n oba rbital前処理群 で は こ の 範囲内で は ぼ 一 定値を
示 し た o 従 っ て ､ phen oba rbital前処理 ラ ッ トを伺 い てin viv o実験
を行 っ た場合､ 1ido c ain eの 投尊堂 と A UC の 関係 は線形に な る と
予想 きれ る ｡ と こ ろ で phe n oba rbital前処理 ラ ッ トの 肝micros o m e s
を 伺 い たと きの in vitr okin etic sは ､ Ee T m a n S S e nらが 報告し た ヒ
ト 肝mic r os o m e sで の 結果3 1に 近 い 性質を示 し た (Fig.1 0､ Ⅲ 一 連) a
こ れ らの 肝mic r o s o m esで は ､ 飽和性の 少な い 脱 エ チ ル 化 が ､ 常に 主
代謝反応 に な っ て い る ｡ Fig .24､ 25 に示 し た シ ミ ュ レ ー シ ョ ン で ､
1 ido c ain eの 肝 代謝 の 非線形性 は ､ 脱 エ チ)i,化 と水酸化の 比率 の み
に 依存した こ と か ら ､ ヒ トにIido c ain eを投与したときの 投与量と
A U Cに は 線形 の 関係が予想される ｡ 従 っ て ､ ラ ッ ト - ヒ ト間 で の
1ido c ain eの 体内動態 の 種差も ､ 代謝活性の 性質が両種問 で異な る
た め に 生 じた と鋭明 で き る ｡
以 上 の よ う に ､ cyto chr o m e㍗ -4 50の 分子多様性 に起因すると考
え られ る ､ 性差 ､ 種差 ､ 酵素誘導に よ る代謝経路閤で の 活性比 の 変
動 は ､ 本章で 確立 し た非線形肝代謝モ デ ル を 用 い る こ とに よ り ､
1ido c ain eの 体内動態の 性質に対し て 合理的 に対応付けられ た o
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Lido c ain eは ､ 肝 臓 に お い て 大 き な初回通過効果を受け る薬物 の
輿塑 と して ､ 広 く そ の 生物薬剤学的動向が注目され て い る ｡ 本研 究
で は ､ Lido cain eお よ び代謝物を迅速 に ､ 高感度 で 測定で きる定魔
法 を確立 に し た後 に ､ in vivoで の1idoc ain e投専業験､ ラ ッ ト肝
mic o r o s o m e sを 伺 い たin vitr o実験､ お よ び摘出 ラ ッ ト肝避流実験
を行な っ た｡ 本尊 で は ､ 各実験系 で 得られた主な結果と導かれた結
論を要約し､ さ ら に こ れ らの 知見を他に 報告され て い る 実験車実 と
比較検討する こ と に よ り本研究の 有用性を考察した｡
口 実験結果の 要約と給油
ラ ッ トお抄 る1idoc ain eの 体内動態
｡ ラ ッ ト に2.5 - 1 5mg/kgの1ido c aineを 投与し た と こ ろ ､ そ の
A U C は ､ 静脈内投与 で は投与量 に ばば 比例した の に 射し ､ 朋
派内投与 で は 比例関係 は 見 られ な か っ た ｡
｡ ラ ッ トに1ido c ain eを 投与した と き の 水酸化体 の A U Cは ､ い
ず れ の 投与経路 に お い て も投与量 に は ぼ 比例し た o - 方脱 エ チ ル
化体の A U C は投与量 の 増加率を上回 る増加を示 し､ 同
一 投与量
に お い て も投与経路 の 違 い に よ っ て10倍 も変動し た ｡
身 血 渠中井結合率 に は ､ 以 上の 事実を説明 で き る基質濃度依存性
は 認 め られ な か っ た ｡
｡ 雄性 お よ び峨性 ラ ッ トの 門脈内 に1ido c ain eを 投与する と ､ 2･ 5
mg/kgの 投与量 で は そ の A UC に 性差 は 認 め られ なか っ た が ､ 10
mg/kgで は 峨は堆の 4 - 5倍大き い A U Cを 示 した o ま た ､ 血発
タ ン パ ク結合 に は こ れ らを説明 づ け る差 異 が な か っ た ｡
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以上 の 結果 か ら ､ 雄性 お よ び雌性 ラ ッ ト (闇ista r系 ､ 3 - 4 か月
齢) に投与した1ido c ain eは ､ 非線形な初回通過効果を受け る こ と
が わ か っ た ｡ 血 祭 タ ン パ ク結合に関す る デ ー タ か ら ､ こ の 原因は肝
臓 に お け る代謝の 飽和性 に起因す る もの と推定 で き た o - 十方､ 投与
量 と代謝物の A U C の 関係 か ら､ 1ido c ain eの 非線形 な初回通過効
果に は ､ 複数の 代謝過程を考慮する必要があ る こ と が 示 唆 され た ｡
ま た ､ 1ido cain eの A U Cに 関して 投与量 に依存し た性差 が存在し
た こ と か ら ､ 肝代謝 の性質が嘩雄間 で 異 な る こ と が 予想され た o
代謝 に関与す るcyto chr o m eP- 4 50の 分子 多様性
｡ ラ ッ ト肝mic r o s o m e sを用 い たin vitr oの 実験系から､ Iido -
caineの 代謝 に は こ れま で 報告 さ れ て い る 3 位水酸化 と脱 エ チ ル
化 の は か に ､ 芳香 環 上 の メ チ ル 基 の 水酸 化 が存在す る こ と が わ か っ
た ｡
｡ Lido c ain e代謝 に関与す る い ずれ の 代謝活性も､ - 一 酸化庚藻 の
共存 に よ り強 い 阻害を受けた｡
｡ い ずれ の 代謝活性もSKF-525Aの 添加 に よ っ て 阻害を受け た が ､
そ の 限害の 程度 は 代謝経路 に よ り大 きく 異 なり ､ 阻害様式 に も差
が認 め られ た ｡
以上 の 結果 か ら ､ 1ido c ain eの 3 っ の 代謝反応 に は ､ cyto chr o m e
P- 450 が関与し て い る こ と が わ か っ た o ま た ､ そ れ ぞ れ の 反 応を触
媒する 主 な cyto cbr o m eP- 450は ､ 別の 分 子種 で あ る こ と が 示 唆 され
た o 従 っ て ､ 1ido c ain eの 代謝 に は ､ 本研 究 で 注目 して い る 代謝 に
関与す るcyto chr o me P- 45 0 の分子多様性 が存在す る と判断され た .
こ こ で 3 - 4 か月齢の ラ ッ ト で は ､ メ チ ル 基 の 永酸化活性 は 他 の 代
謝活性 の20分 の 1 以 下 で あ り ､ 本研 究 で 薬物速度論的 な解析を行う
際､ こ の 代謝反応 の 関与 は 無視 で き る こ と が わ か っ た ｡
- 8 0-
盈粗製象塵旦墜選
･ 3 位水酸化と脱 エ チ)LJ化反応 のirl Vitr okin etic studyか ら2
つ の 反応 の 代謝 パ ラ メ ー タを 測定したと こ ろ ､ K mとVm a xは 共に
水酸化く〈脱 エ チ]L,化 で あ っ た o ま た､ V m a x/ Kmの 値 は永酸化 >
脱 エ チ ル 化 で あ っ た ｡
｡ 雄性 お よ び雌性 ラ ッ トか ら得た 肝mic r o som e sを伺 い た実験か ら ､
3 位水酸化に は は とん ど性差がな い の に 射し ､ 脱 エ チ ル 化 に は著
し い 性差 が 認 め られ た ( 雄>雌) 0
o phe n oba rbital前処理 に よ り脱 エ チ ル 化 は強 い誘導を受けたの
に対し ､ 3 位水酸化は誘導を受けなか っ た ｡
2つ の 反応 の K m､ Vfn a X値 の 比較か ら ､ 3位永酸化 はhigh affinity､
lo w capacity､ 脱 エ チ)i,化 はlo w affin ty､ high c apa cityと い う ､
全く相反する性質を持 つ 代謝反応 で あ る こ と が わ か っ た ｡ こ の う ち
3放水酸化反応を触媒する代謝活性 は､ 無処理堆､ 無処理機､
phe n oba rbital前処理堆 ラ ッ ト間で 常に 一 定 で あ っ たの に対し ､ 脱
エ チ ル 化反応を触媒す る代謝活性 は ､ 無 処 理峰 < 無処 理雄 <pbe n o-
ba rbital前処 理堆 ラ ッ トの 備に 大 きく変化したo 代謝 に関与する
cyto chr o m eP-450の 分子多様性を考慮す る と ､ こ の よう な グル ー プ
間 で の 代謝の 性質 の 違 い は ､ 3位 水酸化を触媒するcyto chr o n eP -
450 が磯雄ラ ッ ト の 肝臓 に同程度存在し､ さ らにpbe n oba rbital前処
理 に よ っ て 誘導され るcyto chr o m eP- 450が ､ 1 ido c ain eの 2 つ の 代
謝反応 の 内 ､ 脱エ チ ル 化 だIj
･ を触媒する分子種 で あ る た め に生 じ る
と考察 で き る ｡ Lido c ain eの 3 位永酸化と脱 エ チ ル 化 は ､ 反応 速度
諭的 に は全く異 な る性質を示し た こ と か ら ､ こ の よ うな 代謝活性( 各
cytocbr o m eP- 450の 肝臓内存在畳) の 変化 は ､ こ の 薬物の 体内動態
に 何等か の 影響を及 ぼ す こ と が 示 唆 され た ｡
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闇el 卜stir r ed n odelの 適 合性
｡ 摘出ラ ッ ト肝潜流実験 に お い て ､ 1ido c ain eの 潜流液中非結合
率を変化さ せ た と こ ろ ､ 1ido cain eの 定常状態 レ ベ ル は非結合率
に反比例し た ｡
こ の 結果 ､ 1ido c ain eの 肝 代謝過程 は
”
w.elト stir r ed m odel
”
で
表現 で き ､ 肝 内 の 遊離型薬物濃度は 肝静脈血中の 遊離型薬物濃度に
等し い こ と が 仮定 で き た ｡
Lido cain eの 非線形 な代謝過程 の要因
｡ 定常状態を達成さ せ たsingle - pa s sの 肝凍流実験に お い て ､
1ido c aiれeの C o utは 投与速度 に 比例しな か っ た ｡ ま た ､ 代謝物の
Co tltは ､ 3 位水酸 化体 が投与量 に ば ば 比例した の に射し ､ 脱 エ
チ ル 化 の Co ut には 比例関係 は 認 め られ な か っ た ｡
｡ 上記 の デ ー タ で ､ 1ido c ain eの C o utと代謝物の C o utと の 関係
を調 べ る と ､ 3 位水酸化体の C o utは1ido cain eの C o utの 上 昇に
比例しな か っ た の に対 し ､ 脱 エ チ ル 化体 の C o utに は比例関係が
認 め られ た ｡
以 上 の 結果 か ら ､ in viv oで 観察し た非線形牲な体内動態 が ､ 代
謝の 性質に よ る もの で ある こ とが 確 認 さ れ た . さ らに ､ w el 卜stir -
r占d m odelを仮定し た プ ロ ッ ト か ら ､ 1 id｡ c aLin eの 肝 代謝 の 飽和 の 原
因 は 3 位永酸化反応 の 飽和 に よ る も の で あ る こ と が 示 され た ｡ ま た ､
こ の 飽 和 に よ る 肝内濃度 の 上昇 が脱 エ チ ル 化速度を促進 し ､ 脱 エ チ
)i/化代謝物の C o ut(A U C) が1ido cain eの 投与速度 (量) に比例
しなく な る と考 え られ た ｡
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Lido c ain eの 非線形 な肝代謝の 尊 デル化
｡ Lidoc aineの 代謝速度と肝静脈血中基質濃度の 両逆数プロ ッ ト
に は 二 相性が認 め られ た ｡
や こ の う ちhigh affin ty pha s eにMicha elis 一 組ente n式巷 ､ lo w
af fin ty pha seに は 且 次反応速度を俊定し(次式)､
V =
Vm a x･Co uヒ
Km ＋ Co u亡
＋ K de ･ Co uヒ
非線形最小 二 乗法 に よ っ て 潜流実験デ ー タ か らそ れ ぞ れ の パ ラメ
ー タ (K m､ V m a x､ K de) を欝出した結果､ こ れ らの 値は肝
拍ic r o s o m e s沓伺 い たin vitr o実験か ら推定した1 つ の 肝臓当 た り
の 水酸化の K m､ V m a x､ お よ び脱 エ チ ル 化 の V m a x/ Kmと よく -
致 し た o
以 上 の 結果､ 1ido c ain eの 消失に関するデ ー タ か ら得られ る 2組
の 肝代謝 パ ラ メ ー タ は ､ そ れ ぞ れ1ido c ain eの 3 位水酸化と脱 エ チ
ル 化 に対応し て い る こ と が 確 認 され た ｡ ま た こ の こ と か ら ､ こ れ ら
の 肝代謝 パ ラ メ ー タ はin vitr o実験の 結果か ら十分予測可能 で ある
こ と が わ か っ た ｡
醍素活性 の 変化と薬物 の 体内動態 と の 関係
｡ 各肝代謝 パ ラ メ ー タ が 変化 し た と きの1ido c ain eの 投与速度 と
1ido c ain eの Coutと の 関係 を模擬し た o こ の 結果 ､ 1ido c ain eの
肝代謝過程の 非線形性は永酸化 と脱エ チ ル 化 の 活性比 に よ っ て 決
ま る こ と が 明 らか に な っ た ｡
｡ 無処理雄 ､ 無処 理唯お よ びPbe n oba rbital前処 理雄ラ ッ トを 用
い て 港流実験を行 っ た 結果､ 投与量 と C o ut との 関係 は ､ 水酸化
活性 に対する脱 エ チ ル 化 活性 の 比 が 高 い も の 程線形 に 近付 い た ｡
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以上 の 結果 か ら ､ 1ido c ain eの 肝代謝 の 性質 は ､ .3 位永酸化 と脱
エ チ ル 化 の 活性比 に よ っ て 大 きく変化 する こ とが確認 され た ｡ ま た
こ の 活性比 は ､ 各代謝反応を触媒するcyto chr o m eP -4 50の 肝 内存在
比 に よ っ て 決ま る こ と か ら ､ 酵素 レ ベ ル で の 代謝の 性質 は ､ 本研究
で 設定し た非線形肝代謝モ デル を用 い る こ と に よ り ､ 薬物の 体内動
態 に反映さ せ る こ とが で き る と判断 で き た ｡
□本研究 の 有用性
Len n a rdらは ､ 8 9 本研究と同じWista r系 の 嫌 お よ び雌性 ラ ッ ト
(170- 220 g､ 月 齢不詳) を用 い たr e cycleの 肝凍流実験を行 っ た ｡
そ の 結果 ､ 1ido c ain eの 消失半減期 は投与量 の 増加 と 共に低下した
こ と
､ そ の 傾向 は堆 よ り も碓の 方が 大 き か っ た こ とを 示 して い る ｡
彼 らの 報告 は ､ 本研 究 のin vivo実験 で 観察した1ido c ain eの 非線形
な初回通過効果､ 及 び1ido c ain eの A U C に 関す る投与塵 に 依存し
た性差 と よくL- 致 す る知 見 で ある o 一 方Supr ad istら は ､ 3 6 雄性
C R F系 albin oラ ッ ト(350- 500g ､ 月齢 不詳) に50- 90Lug/kgの
1ido c ain eを 経 口 投与し た 時 の 投与量 と A U Cに は 比例関係 が 認 め
られ た こ と 報告 し て お り ､ 本研究 と異 な る1ido c ain eの 体内動態が
示され た ｡ 彼 らの 報告 と本研究 め結果を比 較する に は ､ 投与法 の 違
い を考慮す る 必要 が あ る と思 わ れ る ｡ し か し ､ 彼 らが観察した1id･
oc
■
ain eの 消失半減期 は10 - 15分 で あ っ た こ と･(本研究 で は門脈 へ の
15分間定速注入) ､ ま た ､ 線形領域 で の 肝除去率 (A U■c よ り計算)
は ､ 両者間で ほ ぼ等し か っ た こ と か ら ､ 投与法 に よ る影響は少 な い
と判断さ れ た ｡ こ の 差異 は ､ 本研究 で 示 し た代謝経路問の 活性比を
考慮 する こ と に よ り ､ あ る 程度説明可能 で あ る ｡ y on Bahrらユ 4 が 報
告 し た ､ S D 系 ラ ッ ト で の デ ー タ ､ 藤 田 ら5 9が 報告 し たFis che;34
系 ラ ッ ト で の デ ー タ を本研究 で得 た結果 (Wista r系) と 比較する と ､
水酸化 活性に は い ず れ の 系間 に も は と ん ど差異 が 認 め られ な か っ た
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の に 対 し ､ 闇ista r系 ラ ッ ト の 脱 エ チ )i/化活性 ほ ､ 他の 2 っ の 系 に比
べ 1/2 - 1/aと低 い 値番 示 し た o Supradistらが便閲し た系の ラ ッ ト
が 有する各代謝活性 に関して は ､ 現 在の と羊ろ十分 な情報は得られ
て い な い が ､ も し こ の ラ ッ トが ､ S D系､ Fische r 344系と同程度
か そ れ以 上 の 高い 脱 エ チ ル 化活性を棒ち ､ 3 位水酸化活性に は 差が
な い とす れ ば ､ こ の ラ ッ ト の 脱 エ チノレ化/ 3 位水酸化 の 活性比 は本
研究 で 使用し たphen oba rbital前処 理 (闇ista r系)ラ ッLト で の 値に 近
付く こ と に な る ｡ 従 っ て ､ 本研究とSupr adistらの 報告 と の 間で 認
め られ た 差異は ､ 1idocain e代謝 に関与し て い る 複数の 酵素の 活性
比が ､ 使周 し た ラ ッ トの 系統に よ っ て 異 な っ た ため生 じた と推定 で
きる ｡
同様 な 現象 は ､ ヒ ト ラ ッ ト間で の 体内動態 に関す る種差 で も認
め られ た o Be n netら は ､
6 0 本研究 で ラ ッ ト に 投与した投与量 と同様
な範囲内 で1ido cain eを ヒ トに投卑し ､ 投与慶 と A U C の関係が線
形薬物速度論に従 っ た こ と を報告し て い る o le rふa n s s o nらの 報告
3 1
か ら ､ ヒ ト肝mic ros o 粗e Sを 用 い て 調 べ た1idoc ain eの 代謝 は ､ 広 い
基質濃度範囲 で常 に脱 エ チ ル 化〉〉3位水酸化 で あり ､ ヒ トの 脱 エ チ
ル 化/3位水酸化の 活性比 は や は りpbe れOba rbital前処 理 ラ ッ トに 近
付く と考 え られる . 従 っ て ､ ラ ッ ト ヒ ト間 で 認 め られ た1idocaine
の 体内動態 に関する種差 も ､ 代謝に関与す る ､ 性質が 異 な る複数の
酵素の 活性 の 比が ､ ラ ッ ト - ヒ ト 間で 異 な る た め と判断で きる ｡
本研究 で は ､ 1idocain eの 代謝反応 に性質の 異 な る 2 つ の 代謝過
堤 (cyto chr o m eP- 450の 分子 多様性に起因す る と 考 え られ る) を倣
定し ､ 各代謝反応を触媒する そ れ ぞ れ の 酵素活性の 比 がIidocain e
の 体内動態と密接な 関係を持 っ こ とを 明 らか に し た o こ の 酵素活性
の 比 は ､ 動物種､ 性 ､ 酵素誘導､ あ る い は動物 の 系統 に よ っ て も変
化す る が ､ 他の 報告 に 見 られ た そ の 体内動態 へ の 影響 は ､ 本研 究 で
得 られ た 知見か ら十分予測で きる もの で あ っ た o 以 上の 結果 は ､ 本
研究 の 妥当性と有用性を よ く支持す る もの で あ る ｡
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□最後 に
薬物の 体内動態をin vitr o実験の 結果か ら予測する手法 (ある い
ばin viv oとin vitro実験 の 対応) や ､ 一 種あ る い は数穫 の 実験動
物を用 い た実験 か ら ､ ヒ ト に お ける 薬物 の 体内動態 を推定する手法
(ア ニ マ ル ス ケ ー ル ア ッ プ) は ､ 生 物薬剤学 に お け る 重要な研究分
野 の･-一 つ で あ る . と こ ろ が ､ こ れ らの 試 み は 必ずしも成功す る 訳 で
は な い ｡ 薬物 の 体内動態を左右す る 因子 は あま り に も多く ､ そ の す
べ て を 薬物速度論的 に考慮する こ と は で き な い ｡ そ こ で ､ 目 的 と す
る薬物 の 体内動態 に対す る影響が大き い もの だけ を考慮す る の が -
般 的 な方法 で ある ｡ 従 っ て ､ こ の 段階 で 重要な因子を無視し て しま
う と ､ 最 終的 な 予測値 に は 大 きな 誤 差 が含ま れる こ と に なる ｡ 本研
究 で は1ido c ain eの 体内動態 に対し て ､ 代謝 に 関与するcyto chr o m e
p-4 50の 分子多様性を考慮 し た モ デ)i,を設定し ､ そ の 結果 ､ 性差 ､
種差 ､ さ ら に 報告間 で の 矛盾点を合理 的 に鋭明 づ け た ｡ し か し本研
究 で 示 した 手法 が す べ て の 薬物 に 応 伺 で き る 訳 で は な い ｡ 例 え ば ､
あ る 薬物の 肝代謝過程は ､ w el トstir r ed m odelで 表現 で きな い こ と
が既 に 明 らか で あ る ｡ 本研究 で 最 も重要な点は ､ こ れま で 解明さ れ
な か っ た 薬物 の 体内動態機構を明ら か に す る たあに ､ どん な モ デ ル
を 俊定し た か で は なく ､ そ の 解 明 手段 の 一 つ と し て cyto chro me P-
4 50の 分 子多様性 と言う因子を考慮し た こ と で あ る ｡ 冒頭 に述 べ た
よぅ に ､ 薬物代謝辞素cyto chr o m eP-4 50 に関す る酵素 ( 分子) レ ベ
ル で の 研究 は ､ 今日 急 速 な 進歩を遂 げ ､ 各cytoebr om eP- 4 50種の 分
子 的性質､ あ る い は そ れ ぞ れ が受け持 っ 代謝 の性質 が次第 に 明 らか
に され っ っ あ る ｡ 本研究 は ､ こ の よ う な･･･一 見 生 化学的 カ テ ゴ リ ー に
置き去 り に さ れ て しま い そ う な 知 見 を ､ 安全 で 有効な薬物治療 の た
め に ､ で き る 限 り役立 て よ う と し た - 一 つ の ア プ ロ ー チ で あ る と 著者
は信t:'る o
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実 験 の 部
第 Ⅵ 草 案 鷹鞄 の 部
1) 実験動物
本研究 で 使用 し た ラ ッ トは ､ 特 に 記述 が な い 場合 ､ 3 - 4 月 齢
(330- 420蛋) のWista r系雄性ラ ッ トを使周 し た . 雌性 ラ ッ トと し
て は ､ 3 - 吐月 齢 (300 - 3 50 g) の 耶 sta r系雌性 ラ ッ トを使用した o
Phe n oba rbital前処 理 は ､ 80mg/kg/day の Phe n oba rbital ｡ Na(壁
理食塩水溶液を使用)を上記 の 雄性 ラ ッ トに 3 日間投卑 ( 腹腔内)
す る こ と に よ り行な っ た ｡ こ の 前処 理動物 は ､ 投与開始後4 日目 に
実験 に使用 した｡ す べ て の 動物 は ､ 高杉実験動物薯歪よ り購入し た｡
2) 試薬
2 - ①Lidoeain eと そ の 代謝物
本研究で使用 し た1idoc ain eと 4 つ の 代謝物 は ､ 藤沢薬品 工 業芸歪
よ り 供与さ れ た塩酸塩を そ の まま使用 した｡
式を 示 す ｡
1ido c ain e
域
3 o
” - 叫
- ”:
C2H5
bH Cl
tl
3
C2H5 d
n
H
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以 下 に 各化合物 の 構造
M E G X
3
o
′
H
… -a- cH2- N､
c2H5
HC1
3
3･-･Hydr o xylido cain e 3
-hydr o xy 一朗EGX
”
q
”
N
3
,
NH 叫 22
H
”
5
s
｡HCl
n
唱
3
:
G X
増
3
,
NH- C
O
- c”2
- NH- H Ci
ll
NH-ぎー cH2- N:
2u5
｡H Cl
i,id｡ c ain eの メ チ ル 水酸化体 は ､ Nelso nら の 報告
8 8に 基 づ い て 合
成した ｡ 以 下 に そ の 基本的な合成経路を示す ｡
感冒H
”
之
2- amin o- 3- m e也yレ
ben 2;Oic a cid
LiAIH4
室温 感季?H冒
岱孟
o
H:㍗NHC O C H言C I
Ct13
(cIC‡2CO)20
i)0 ℃ ii)室温
iii)0 ℃
(cⅡ3CI2)2NI
at 75℃
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ぴ手
OfI
N H C O Cti2
-t寸:
C
c
2
2
T
:55
Tn et hy卜0Ⅰ卜1idoc ain e
尚､ こ の 代謝物 の 生成経路の 存在 は次 の よ う に確 認 した ｡
(i) 肝mic r o s omesを用 い たin vitro実験 に お い て ､ こ れま で そ の
存在が報告 さ れ て い る い ずれ の 代謝物とも - 致 し な い ピ ー ク を
H P L C上 に 見 い だ し た.o こ の ピ ー ク はphe n oba rbital前処理
ラ ッ ト肝 mic rosom e sを 用 い た 場合､ さ ら に 大 きく な る こ と が わ
か っ た o ま た ､ 一 定時間以上 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り次第
に 減少し た こ と か ら ､ さ ら に 次の 代謝反応を受け る こ と が わ か っ
た ｡
(ii) 大量 の phe n oba rbital前処理 ラ ッ .ト肝mic r o s o m e sを用 い ､ ス
ケ ー ル の 大 き い イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 い ､ こ の 代謝物が最も
大量 に得られ る､時点 で 反応を中止 し た ｡ 反応液中の 未同定代謝
物 は遵相系分取用 カ ラ ム (R Q - 2 ; 和光純薬 工業薯藍)を伺 い
て 分離精製し た ｡
(iii)精製し た代謝物の 質量 ス ペ ク トル か ら､ こ れ は1ido c ain eの
水酸化体 で ある こ と が推定さ れ た ｡
(iv) 精製した代謝物お よ び合成棟品 の 核磁気共鳴 ス ペ ク トル (N
M R) の 比較 か ら ､ 生成 し た代謝物 は芳香環上 の メ チ ル 基 の 水
酸 化体 で あ る こ と が わ か っ た . ま た こ の こ と ば ､ H P L C 保持
時間の 同一- 性 か ら も支持 さ れ た o
2 - (塾ウ シ 血清ア ル ブ ミ ン
(a S A)
ウ シ 血清 アノレ ブ ミ ン ｡ フ ラ ク シ ョ ンV
(生 化学 工業暮歪) を少量 の 蒸留水 に溶か
し ､ こ れ を蒸留水 に対し て 十分透析し
た ｡ さ ら に こ れ を90 0× g で 冷却遠心し ､
そ の 上清を と っ て 凍結乾燥した も の を使
用 した ｡
- 90 -
2 - ③恥dr o xyet hyLsi軍 功 重量平均分子量30,000- 40,000のhydr
-
(H 宜 S)
- O
o xyet hylstar ch( 杏林製薬書芸より供与 ;
下図参考) を使用し た ｡
C H20 CⅠi2C H20 H C H20 H
0
王i 〔) 王王
0
0盲i O H
∪
-
2 - ④そ の 他の 試薬 Phe n oba rbital は､ 三 晃製薬工業苦衷より購=仙 = 仰ー.ー ) 仰 一- 一一 一●.- ●- - ● 脚
人 した ナ トリ ウ ム 塩 (C-21855) を そ の まま
使用した o 肝臓摘出時の pe ntoba rbital麻酔
に は ネ ン ブ タ - )i/注射液 ( 大日本製薬薯歪) 杏
使用 したo Glu c o s e- 6- phosphate dehydro
-
ge n a s eは オリ エ ン タ ル 酵母暮歪より購入し た凍
結乾燥品を使用し た . タ ウ ロ コ - ル 酸は ､ 純
度98 %の も の (Sigm aChemic al) を そ の まま
使用し た ｡ こ れ ら以外の 試薬 は ､ す べ て 特級
試薬を使用し た ｡
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3) 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー (H PL C) を用 い た1idocain e
と そ の 代謝物の 定量法
血液中､ 肝 micr os o m e sを 含む反応mixtu re申､ あ る い は 潜流液中
のIido c ain eと そ の 代謝物 の 濃度は ､ 右の ペ ー ジ の フ ロ ー チ ャ ー ト
に 示 し た 手順 に従 っ て 測 定し た ｡
10mlの 栓付き試験管 に と っ た 各試料 に ､ ア)i,カ リ (1 M Na2CO3
あ る い は 1 M NaOI) を添加 し た後 ､ 5 ml の酢酸 エ チ )i/を加 え ､ 2
分間の mixingの 後 に200 × g で10分間遠心分離した ｡ 上層 ( 酢酸エ
チ ル) 4mlを10mlの 栓付き ス ピ ッ ツ 管 に と り ､ 内部棟準物質溶液 ( 注
1 で 説 明)100LLl､ 0,01N 硫酸溶液 10LLlを 加 え ､ 再 びmixing
(2分間) ､ 遠 心分離(2000× g ､ 5 分間) した後､ 酢酸 エ チ ル
層 を ア ズ ビ レ ー タ で 除去 し た ｡ 残 っ た希硫酸層を等量 の 0. 01N NaOⅠ
(100〃1) で 中和後 ､ 40℃ で 減 圧留去 した ｡ 残 査を100〟1の 蒸留水
に溶出 (超音波処理 ､ mixing) し ､ こ の う ち 5 - 80〟1を H P L C
に 注入した( 注2) 0
( 注1) 内部標準物質溶液
試料中 に含まれ る1ido c ain eお よ び代謝物 の 濃度 は ､ 実験系 に よ っ
て 大 きく異 な る こ と か ら ､ 内部棟準物質溶液 の 濃度 は以 下 の よ う に
実験系 ご と に 設定し た ｡
｡ In viv o 実験
･ In vitr o 実験
｡ 肝 潅充実験
5 〃 g/ml 塩 酸 プ ロ カ イ ン水溶 液
10′Jg/ml 塩酸 プ ロ カ イ ン 水溶液
5 ′∠g/ml 塩酸 プ ロ カ イ ン /2 〟g/血1 硫酸 ア ト
ロ ピ ン 水溶液
こ こ で 内部標準物質と し て 使用 し た プ ロ カ イ ン の ピ ー ク は ､ 以 下
に 述 べ る H P L C条件に お い て G Xと M F:G X の中間に溶出す る が ､
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定 塵 操 作 手 順
血液(0.3 ml) 凍流液(1 ml)
＋ 1 M Na2CO3
L + 逆上州 叫 _l
壁旦圭c r o s o m e sを 含 む反応溶液(i ml)
1･M Na2£03 [＋ i M NaOH
1 ml
十 酢酸 エ チ ル 5 ml
mixing 2 min
J
遠 心分離 200 × g , 1 0miTl
i
有機層 4 ml
1 ml
J 十 内部棟準物質溶液(注1) , 100〃1
1 ＋ 0. 01封 H2SO4 , 10 〟1
mixing 2 min
上
達 心分離 2000× g . 5 min
↓ 有機層除去
J ＋ 0.01 N 柑aOI, 10 jLl
減 圧留去(Åo℃)
J ＋ 技20 100 jLl
超 音波処理後 mixing
J
H P L C(注 2)
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両代謝物と の 分離特性 は カ ラ ム の メ ー カ - ､ ロ ッ トに よ っ て 異 なり ､
あ る カ ラ ム で は プ ロ カ イ ン とG X の分離が 不 十分 で あ っ た ｡ こ の 場
合 ､ 本研究 で は プ ロ カ イ ン よ り や や溶質が 遅 い 塩酸 ス コ ポ ラ ミ ン を
内部標準物質と し て 使用 し た ｡
(注 2) H P LC 条件
使用機器
分離カ ラ ム
移動相
ポ ン プ
検出器
記録計
試料導入
島津LC-3A型高速液体 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー
島津SPD-2A型 紫外分光光度計娩出器
島津卓上型自動平衡記録計
島津SIL-1A型 サ ン プル イ ン ジ ェ ク タ
恒温 層 M -3型 サ ー モ ボ ッ ク ス(サ ー モ エ ク ス昔澄)
(a) LLBo ndapak C1 8( 3.9 × 300 n m ;
Waters Åss ociate s)
(b) Unisil Pack 5C18-2 50B(ガ ス ク ロ 工 業薯歪)
* 第 Ⅰ章 で は す べ て カ ラ ム(a)を使用した ｡
潜流 液 中 の1ido c ain e濃度測定以外に は ､ ア セ ト ニ ト
リ ル /0.1 M(p H 3. 0) リ ン酸緩衝液 - 1 / 9 (カ ラ
ム(b)を使用 し た場合 に は15/85) の 混合液を減圧脱気
後使用 し た ｡
港流 液中 の 1ido c ain e濃度測定 で は こ の 比率を25/75
と し た ｡
涜速 2.0 (カ ラ ム(b)で は1.5) ml/min
カ ラ ム 温度 40℃
測定波長 210 n m
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4)Lido cainb投与実験 ( in viv o)
4 - ①動物手術法
軽 い エ ー テ ル 麻酔下 で ､ ま ず ラ ッ ト の 大腿動脈およ び大腿静脈
に ポ リ エ チ レ ン 動力 こ 3_ - レ (0.58m mid, 0. 965nm od くPE50;
clay Åda m s))を挿入した ｡ 次 に ､ 肝臓 よ り約 5c m離れ た位置( 盲
腸付近) の 腸間膜静脈 に カ ニ ュ - レ (0. 28 m mid, 0. 61m m od
くPEIO; Clay Åda m s))を挿入した ｡ 腸間膜静脈の 脈管 は比較的
弱く ､ 糸な ど で カ ニ ュ - レ を固定 で きな い ため ､ あ ら か じめ カ ニ ュ
- レ の 先端か ら約 5m mの 位置に木綿糸を縛り付けて お き ､ こ れを
ス ト ッ パ - と し て 挿入後 の カ ニ 3 - レ を瞬間接着剤 (ア ロ ン ア ル
フ ァ ; コ ニ シ纂歪) で 固定した o 食 事捜 に要した時間は15
- 20分間
で あ っ た ｡ 手術終 ア後､ 直ち に エ - テ ル 麻酔を解除し､ 約 2時間
後 に 8 8薬物投与を開始した ｡
4 - ②薬物投与
静脈内ある い は 腸間膜静脈内 に挿入した カ ニ ュ
- レ よ り ､
1id｡ c aineの 生理食塩永溶液を15分間 に わ た っ て - 定速 度で
注入し た (Ha r v a rd 795型 infu sio n pu mp) o 1 5分間 に注入
さ れ る溶液量 は ､ 0. 27 - 0. 34 ml であ っ た o-ま た ､ 各投与 で
の 条件を そ ろ え る た め ､ 静舵内投与で は腸間膜静脈内 に ､ 腸
間膜静脈内 で は静脈内 に 生理食塩水を同時(15分間) 注入し
た ｡
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4 - ③血液採取 ｡ 輸血方法
大腿動脈 に挿入し た カ ニ ュ - レ か ら ､ 0. 3 mlの 血液 巷 経時
的 ( 投与開始後 5,10, 15,20,2 5,35,45,60,9 0,1 20分) に採取
し た ｡ ま た ､ 一 回 の 採血転に ､ 採血 量 と同量 の 血液を大腿静
脈 に挿入 し た カ ニ ユ ー レ よ り 輸血し た ｡ 輸血周 の 血液と して ､
他の 同系 ラ ッ トの 血 液 5ml に対 し ､ 80u nits/mlの ヘ パ リ ン
生 理食塩水溶液を0.2 nl加 え た もの を使周 し た o
4 - ④血渠申非結合率の 測定法
経時的 な血液採取 の 終了後､ 約4 mlの 血液 を採取し ､
4 ℃ で 一 晩静置し た ｡ 遠 心分離 (200× g , 10 分間) に よ
り得られ た血清 1 nlに 1 n m oleの 1ido c ain eと 代謝物を添加
し､ 0. 1 54 Mの リ ン酸緩衝液 (p H 7. 4) に 対し て37℃ ､ 5
時間の 平衡透析を行 っ た (2 ml 多換体透析 セ ルく 平衡型 〉
; サ ン コ ー プラ ス チ ッ ク 琵.) ｡ 平衡透析後の 血清お よ び リ ン
酸緩衝液 中の1ido cain eと 代謝物 の 濃度を H P LC で測定し､
各化合物 の リ ン酸緩衝液中/ 血清中濃度 の 比 か ら ､ 各々 の 非
結合率を求 め た ｡ 予備実験 の 結果､ こ の 方法 に よ り測定 さ れ
た非結合率 は ､ 投与開始前に採取し た 血液 を用 い て 測定し た
値と は とん ど変わ ら なか っ た ｡
4 - ⑤血中の 抱合体の 加水分解
血液試料申の3-hydr o xylido c ain eと3-hydr o xy - MEGXの 抱合
体 は ､ 以 下に 示 す手順 に 従 い 遊離塾代謝物 の 共存下で 酸加永
分解し､ 1 3 total( 遊離型 ＋ 抱合体) の 水酸化体濃度とし て
測定した ｡
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血液試料0■.3ml に対 して 0･ 叫1の10 %硫酸亜鉛水溶液を力口え よく 混
合し た ｡ 5 分間放置後､ 0.4mlの 飽 和永酸化 バ リ ウ ム を加 え て よ く
混合した後に ､ 遠心分離 (2000× g ､ 30分間) に よ っ て ､ タ ン パ ク
成分を沈ま せ た() 上滑0.5mlを ア ン プル に とり ､ 0･5mlの 3 N 塩酸を
加 え た後に ア .ン プル を密封し ､ 100℃ で 1 時間加熱した ｡･ こ の 塩酸
溶液を 3 N 水酸化 ナ トリ ウ ム (0.5ml) で 中和した後 に ､ 3) に 示
した H P L C定盤放 で 代謝物濃度を測定した ｡
r
- - - - - - 叫 ～ 脚
脚 ･ 仰 N岬 仙 ㈱ 岬 … 山 州 州 ' 州 M
楓 旦二旦甥1
↓ ＋ 10 % 硫酸亜鉛水溶液､ 0.4 rRl
mixing SO紗
J 5分間放置
J
,
十 飽和水酸化 バ リ ウ ム ､ 0. 4 ml
mixing 30秒
J
遠 心分離 . 20 0× g, 30分間
J
上滑 0.5 ml
J ＋ 3 N 塩 酸 , 0.5 ml
J ア ン プ ル に 封入
100℃ で 1 時間加熱
J 十 3 N 水酸化 ナ トリ ウ ム , 0･ 5 ml
↓
血 液試料と同様､ 3) に 示 し
た方法 で 代謝物濃度を測定｡
M ～
加 +
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5) ラ ッ ト肝mic r o s o m e sを 用 い たin vitr o代謝実験法
5 - ① ラ ッ ト肝mic r o s o m e s調 製法
ラ ッ トを断頭後､ 速 や か に 肝臓を摘出 し､ 大村 ､ 佐藤の 方法 9 0に
従 っ て 肝mic r o s o n e sを 渦製し た ｡ 得 られ たmic r o s o m e sペ レ ッ トは ,
50 m M , p H 7.4のTris 一 塩 酸緩衝液 に懸擬し ､ ポ リ エ チ レ ン 敷 バ
イ ア ル に 約2 mlず っ 分取し た の ち に 液体窒素を伺 い て瞬間凍結した o
こ の mic r o s o m e s懸 葡 液 は - 7 0℃ で 保存し ､ 必要 に 応 じ解凍し て 実験
に使用 した ｡ タ ン パ ク濃度 の 測定 は ､ Lowryら の 方法9 1に 従 っ て 行 っ
た ｡
5 - ②Lido cain e代謝速度 の 測定
Lido c aiチe ･ 肝 mic r o s o n e sお よ びNADPⅡge n er ating syste mを 含む
反応溶液 (右 の ペ ー ジ に そ の 組成を示す) を ､ 好気 的条件下､ 37℃
で 5 分間イ ン キ ュ ベ - ト し た ｡ こ の 反 応液中 に50LL m Ol/mlの ⅣADPを
含むTris･塩酸緩衝液を20〟1(ⅣADPと し て 1 〟 m ol) 加 え る こ と に
より反応を開始し た ｡ さ ら に2. 5分間 の イ ン キ エ ペ - シ ョ シ (37℃)
を行 っ た後 に ､ 1 mlの 1 M 水酸化 ナ トリ ウ ム を加 え ､ 直ち に水冷
す る こ と に よ っ て 反 応 を停止し た ｡ 反応 液中の 代謝物 の 濃度 は ､ 3)
に 示 し た H P L C定量法 に 基 づ き測定した｡ 生 成 し た各代謝物の 量
を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間(2.5分間) で 除し て ､ そ の 代謝物 の 生
成速度 (そ の 代謝経路の 代謝速度) とし た ｡
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反応液 の 組成
Gluco se - 6- pho sphate dehydr oge n a s e
Gluc o s e- 6- pho sphate
M g C l 2
M a C 1 2
別ic r o s on e s
Lido c aine
1 u nit/m1
5 mM
5 mM.
5〟 M
1 mg pr otein/ml
各濃度
以 上の 成分を p H 7.4, 50mM のTris
5 - ③代謝酔顔活性型_塑塵
塩酸礎衝液中に含む ｡
100jL M の 基質を用 い ､ 5- ②に 示 し た方法 で 測定した 3 つ の 代謝
物 の 生成速度を､ そ れ ぞ れ1idocain e代謝 に関与す る 3 つ の 代謝酵
素活性 (Ⅲ草､ ii - iv) と した o
6) 摘出ラ ッ ト肝准流実験法
本研究 で は摘出肝連流実験 に よ り ､ 2 っ の 項目 に つ い て 検討し た o
そ の 一 つ は ､ 港流液 中の タ ン パ ク結合率 が変化 し た時 に ､ 薬物の 肝
ク リ ア ラ ン ス が ど の よ う に変動する か に つ い て で あ り ､ もう
一 つ は
肝 代謝過程の 非線形性を観察し ､ さ らに そ の デ
ー タ か ら肝代謝 パ ラ
メ ー タ を算出す る こ と で あ る ｡ 従 っ て ､ 前者 で は 連流液 の粘性を な
る べ く 低く し ､ 肝 内圧 を 一 定 に する 必要が あ る の に 対し ､ 後者で は
方法 を簡略化 し ､ な る べ く長時間の漕洗を行う こ とが 重要で あ る o
そ こ で 本研究 で は ､ そ れ ぞ れ の 目 的 に 応 じ ､ (I)He n sら の 方法
6 6
に 従 っ た定圧潜流法 ､ あ る い は (2)Mo rtim o r eの 方法
6 5
に 従 っ た
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定速達流法を採用 し た ｡ 両案験法 に は 共通部分が多 い た め ､ 以 下の
説 明 で は こ れ らを 同 一 の もの と し て 扱 い ､ 必要 に 応 じて 方法 1 あ る
い は方 法 2 と して 注釈す る ｡
6 - ①洗浄赤血球 の 調 製法
採血後4 - 5 過 の 保存血 (ヒ ト血液 に A C D液 あ る い は C P D 液
を加 え た もの ) ､ ま た は 採取 後 二 遊間以内の り■シ 血液 ( 含A C D液)
を遠心分離 (20 0× g , 10分間) し上層 (血祭) を除去し た ｡ 得 ら
れ た赤血球を ､ 3 倍量 の 生理食塩水 で 3 回洗 っ た (2000× g , 5分
間) . こ れ を さ ら に 3 倍量 のⅩr ebs -fle n s eleit童炭酸顧衝液 で 2 回
洗 い ､ 4 ℃ で 保存 し た ｡ 赤血球中の ヘ モ グ ロ ビ ン濃度は ､ H i Az
法9 2に よ っ て 測 定し た ｡ こ の 赤血球 は 鋼製後24時間以内に使用 した ｡
* A C D液 (a cid citr ate de xtr o s e s olutio n) ､ C P D液 (eiト
r ate--pho sphate一-de
■
xtr o s e s olution) は い ずれ も輸血用血液を最期
保存する た め に添加 さ れ る もの で ､ 血 液100mlに 対し て .1 5ml加え ら
れ る ｡ 9
2
6 - ②テ レ ビ ン 油前処理 ラ ッ ト血清 (T RS) の 調製
ラ ッ ト背部 に 2nl の テ レ ビ ン 油を皮下投与し､ 2 4時間後 に 全血 液
を採 取 し た ｡ こ れを 4 ℃ で24時間静置し た後､ 遠 心分離 (200× g ,
10分間) に よ り血清を待 た . こ の 血 清は ､ Er ebs - Ee n s eleit童 炭酸
緩衝液 に 対して 十分透析 し､ さ ら に9 00× g , 20分間の 冷却遠心を
行 っ た 後に ､ 上清 の み を実験 に使用 した ｡
- 100-
6 - ③液流液 の 組成
方法 1
洗浄 ヒ ト赤血球
Glu c o s e
Su c r os e
B S A
T 氏S
H 毘 S
ヘ モ グ ロ ビ ン 濃度 と し て 5 g/100m1
300mg/10 m1
400mg/10 m1
0. 5 - 5. 0% (w / v)
0 - 1 5 %(Ⅴ / v )
0- - 5 %
Er ebs -He n s eleit東 炭酸緩衝液 適魔
方法 2
洗浄 ウ シ 赤血球
Glu c o s e
Su c r o s e
タ ウ ロ コ - ル 酸
15 %(Ⅴ / v )
300mg/loom1
400ng/100 n1
3.33〝 m ol/100 ml
Erebs Be n s eleit豪炭酸緩衝液 適量
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6 - ④連流装置
下図 に装置の 概略図を示すが ､ 方 法 1 と方法 2 で は泡抜き部分が
少し異 な る ｡
方法 2
㊨ i
02/CO芝
(95/5)
J J
方法 1
k∠差
g
m
f
a
F
a
Q
負
Q
も.>
㊨
せ
巧
i富
&
さ
..i
A
0
A
ニーてク
1
● ● ●
●
* Y 4 4
♂
や
b
i
r
l
‥
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a) 人工肺 Exto nら に よ っ て 考案された回転 フ ラ ス コ 型 人工 肺
9 3
を 参考 に し ､ モ - タ - と し て 石 田式 ロ ー タ リ ー エ バ ボ レ
ー タ - を 用 い て 自推した .
〆 潜流液 潜 め
ポ ン プ へ -
02/CO芝(95/5) -
500c cナ･ ス 型 テ フ ロ ン
フ ラ ス コ
＼
潤
140′ - 1 60 rpm
､
ヽ
ー 肝流出液
千
モ ー タ ー
b) ポ ン プ S J1200N B 型 ペ リ ス タ ポ ン プ(ミ ツ ミ 科学産業苦歪)
c ) 温度計 1 A ･h3622型 サ ー ミ ス タ
ー 体温計 ( 夏目製作所暮歪)
d) 薬物注入器 795型 infu sio n pu mp (Ea r v?rd Ap par atu s Co l)
e) プ ラ ッ ト ホ ー ム (肝臓) f) 流量測定器
g) r ecycle/single pas s切り替 え コ ッ ク
h) 定圧遭流 (方法 1) 相泡抜き
j)
1)
n )
p)
r )
定速准流( 方法 2)用泡抜き
恒温槽 (40 - 42℃)･
給 湿 器
ヒ - 夕 -
i) フ ィ ル タ ー
k) 温 風送 風器
m) 凍流液溜め (singlet - Pa S S用)
o )総量調節器
q) 礎流用 チ ャ ン バ ー
流出 口 ( 港流液試料採取部位)
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6 - ⑤凄流実験法
肝摘出手技を開始する 直前に ､ 1 00fnlの 藤波液をr e cycle m odeで
循環 し始め る o 50 mg/kgの ベ ン トパ ル ビタ ー )L( 腹腔内投尊)麻酔
下 で ､ 肝臓を常法 に従 っ て 摘出し ､ 9 4 速や か に 凍続装置 に取り付け
た ｡ 15 - 2 0分間の 予備漕琉をr e cycle m odeの ま ま で 行 っ た後 に ､ 新
た な 湾流液を導入しsingle - pas s m odeに 切り替 え ､ 同時 に薬物 の 定
速注入を開始した ｡ 肝臓 の 温度 は ､ 肝 葉間に挿入 した サ - ミ ス タ ー
体温計に よ っ て モ ニ タ リ ン グし な が ら ､ 常に 37士 1 ℃ に保 っ た ｡
潜流液 の 涜畳 は ､ 方法 1 で は12 ml/min､ 方法 2 で は15ml/minと し ､
実験中常に - 定に 採 っ た ｡
一 段階の 定常状態 は ､ 1 8分間 で 達成さ せ ､ 次の 段階に 移行す る場
合､ 方法 1 で は凍流液を切り替 え ､ 方法 2 で は 薬物注入速度を変化
さ せ た ｡ ま た ､ 方 法 2 の 投与速度 (20,41,56,78〟 g/min; Ⅳ - 2 ､
52.8,104,144, 200,40,560,776〟g/min ; Ⅳ - 3) の 変化 は ､ 高速
度から順に 速度を 下さヂる場合､ 逆 に 低速度 か ら 上げ る場合､ あ る い
は 全く無秩序に変化 さ せ る場合 に つ い て 行い ､ 各 々 の 実験 で得られ
た測定値の 平均か ら定常状態 の C o utを 求 め た｡
投与 開始後 の 全港流時間は ､ 方法 1 で 1 時間以内､ 方法 2 で は 3
時間以内 で あ っ た ｡ そ の 間のViabilityの 確 認 は ､ 実験の 最後 の 定
常状態を ､ そ の 実験 の最初の 潜流条件 ( 港流液組成あ る い は 薬物投
与速度) に戻 して 達成 さ せ ､ 実験開始時 と終了時 の1ido ¢ain eお よ
び代謝物の C o utを 比較す る こ と に よ っ て 行 っ た ｡ 本研究 で は ､ こ
の 差 が 2倍以内 で あ っ た 実験結果だけを採用し た ｡ ま た ､ 方法 2 の
港充実験の う ち∴数例 に つ い て 流 出港流液中の.G OT (gluta m ate
-
o x alate tr a n s a min a占e) 活性を測定し た が ､ 連流開始後 3時間以内
の 活性値(18- 20u nits/ml, Ka r m e n単 位) に は ､ 覇者な 上昇 は 認
め られ な か っ た ｡
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7)最小 二乗法に よ る 肝代謝 パ ラ メ - 夕 の 欝出法
残余法 に よ る初期値の 欝出
ま ず本給申(Ⅳ - 4) の (9) 式に よ り ､ 肝感流実験に おij･ る 実
測 の1idocain e代謝速度 Ⅴ を計算した. こ の Ⅴ と1ido c ain eの Co ut
の 繭逆数(Lin e w e a v e T-Bu rk) プ ロ ッ ト を行 い ､ 高親和性相だけ の
プ ロ ッ トか らKm , V m a xを 求め ､ 水酸化 の パ ラ メ ー タ の 概算値と し
た . 次に こ の Kn , V m a xを 伺 い ､ 水酸化 だけ の 代謝速度 v lを計算
した ｡
V m a x｡ G out
V l
=
K m ＋ C o ut
さ らに ､ V v l ニ V 2 に よ り 計辞され る脱 エ チ)i,化速度 v 2
を C o ut に対して プ ロ ッ トする と ､ 各プ ロ ッ ト は は ぼ原点を通 る直
線関係を示した ｡ そ こ で こ の 直線の 傾きを K deの 概欝値と し た｡
シ ン プ レ ッ ク ス 法 に よ る最適化
残余法 に よ っ て 算出した各 パ ラ メ ー タ を ､ 直接探索法の 一 種で あ
る シ ン プ レ ッ ク ス 法
$ 5を 伺 い て 最適 化 し た ｡ こ の 計算 は ､ 東京大学
大型計算機申の ソ ー ス フ ァ イ ル (F O R T RA N) を B A SⅠ C に
翻訳 し た プ ロ グラ ム 9
8を 伺 い ､
日 本電気貰歪) で行 っ た ｡
S A LS に よ る 最小 二乗法
マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ ー (PC-8001,
シ ン プ レ ッ ク ス 法 に よ り得られ た パ ラメ ー タ を初期値とし､ 最小
二 乗法標準プ ロ グラ ム S AL S を用 い て 各肝代謝 パ ラ メ
ー タ を推定
し た ｡ 非線形解法 と し て は修正 マ ル カ - ト法 を伺 い た o ま た ､ 初期
微分幅 は初期値 の 1000分 の 1 を採用 した . ･ 本研究 で 得 た デ
ー タ は ､
す べ て 1 - 4 サイク ル の 非線形解法 に よ り収束し た ｡
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